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2119
ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA"

z dnia 21 listopada 2005 r.

zmieniajace rozporzadzenie w sprawie metod przeprowadzania badan wtasciwosci fizykochemicznych,
toksycznosci i ekotoksycznosci substancji i preparatéw chemicznych?

Na podstawie art. 24 ust. 2 pkt 1 ustawy z dnia
11 stycznia 2001 r. o substancjach i preparatach che-
micznych (Dz. U. Nr 11, poz. 84, z p6zn. zm.?) zarzadza
sie, co nastepuje:

8 1. W rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia
28 lipca 2003 r. w sprawie metod przeprowadzania ba-
dan wtasciwosci fizykochemicznych, toksycznosci
i ekotoksycznosci substancji i preparatéw chemicz-
nych (Dz. U. Nr 232, poz. 2343) wprowadza sie naste-
pujace zmiany w zatgczniku do rozporzadzenia:

1) ,Spis metod” otrzymuje brzmienie okreslone
w zatgczniku nr 1 do niniejszego rozporzadzenia;

2) w czesci A po pozycji ,A.20 Rozpuszczanie/eks-
trakcja polimerow w wodzie” dodaje sie pozycje

1 Minister Zdrowia kieruje dziatem administracji rzadowej
— zdrowie, na podstawie § 1 ust. 2 rozporzadzenia Preze-
sa Rady Ministrow z dnia 31 pazdziernika 2005 r. w spra-
wie szczegbétowego zakresu dziatania Ministra Zdrowia
(Dz. U. Nr 220, poz. 1901).

2) Niniejsze rozporzadzenie dokonuje w zakresie swojej re-
gulacji wdrozenia dyrektywy 2004/73/WE z dnia 29 kwiet-
nia 2004 r. dostosowujgcej po raz 29 do postepu technicz-
nego dyrektywe 67/548/EWG w sprawie zblizenia przepi-
sow ustawowych, wykonawczych i administracyjnych od-
noszacych sie do klasyfikacji, pakowania i etykietowania
substancji niebezpiecznych (Dz. Urz. WE L 152
7 30.04.2004 r.).

3) Zmiany wymienione]j ustawy zostaty ogtoszone w Dz. U.
z 2001 r. Nr 100, poz. 1085, Nr 123, poz. 1350 i Nr 125,
poz. 1367, z 2002 r. Nr 135, poz. 1145 i Nr 142, poz. 1187,
z 2003 r. Nr 189, poz. 1852, z 2004 r. Nr 96, poz. 959
i Nr 121, poz. 1263 oraz z 2005 r. Nr 179, poz. 1485.

~A.21. Wtasciwosci utleniajgce (ciecze)” w brzmie-
niu okreslonym w zatgczniku nr 2 do niniejszego
rozporzadzenia;

3) w czesci B:

a) pozycja B.1.BIS. otrzymuje brzmienie okreslone
w zatgczniku nr 3 do niniejszego rozporzadze-
nia,

b) pozycja B.1.TRIS. otrzymuje brzmienie okreslo-
ne w zataczniku nr 4 do niniejszego rozporza-
dzenia,

c) pozycja B.4. otrzymuje brzmienie okreslone
w zatgczniku nr 5 do niniejszego rozporzadze-
nia,

d) pozycja B.5. otrzymuje brzmienie okreslone
w zatgczniku nr 6 do niniejszego rozporzadze-
nia,

e) pozycja B.31. otrzymuje brzmienie okreslone
w zatgczniku nr 7 do niniejszego rozporzadze-
nia,

f) pozycja B.35. otrzymuje brzmienie okreslone
w zatgczniku nr 8 do niniejszego rozporzadze-
nia,

g) po pozycji ,B.41. Fototoksyczno$é in vitro —
test wychwytu czerwieni obojetnej 3T3” dodaje
sie pozycje:

— ,B.42. Uczulanie skory: préba na miejsco-
wym wezle chtonnym” w brzmieniu okreslo-
nym w zatgczniku nr 9 do niniejszego rozpo-
rzgdzenia,
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— ,B.43 Badanie neurotoksycznos$ci na gryzo- c) ,C.23. Przemiany tlenowe i beztlenowe w gle-
niach” w brzmieniu okreslonym w zatgczniku bie” — w brzmieniu okreslonym w zataczniku
nr 10 do niniejszego rozporzadzenia; nr 13 do niniejszego rozporzadzenia,

4) w czesci C po pozycji ,,C.20. Rozmnazanie rozwie- d) ,C.24. Przemiany tlenowe i beztlenowe w osa-
litki (Daphnia magna sp.)” dodaje sie pozycije: dach wodnych” — w brzmieniu okreslonym
w zatgczniku nr 14 do niniejszego rozporzadze-
a) ,C.21. Mikroorganizmy glebowe: Badanie prze- nia.
mian azotu” — w brzmieniu okreslonym w za-
taczniku nr 11 do niniejszego rozporzadzenia, 8 2. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie

b) ,C.22. Mikroorganizmy glebowe: Badanie prze- 14 dni od dnia ogtoszenia.

mian wegla” — w brzmieniu okreslonym w za-
taczniku nr 12 do niniejszego rozporzadzenia, Minister Zdrowia: Z. Religa
Zataczniki do rozporzadzenia Ministra Zdrowia
z dnia 21 listopada 2005 r. (poz. 2119)
Zatacznik nr 1
SPIS METOD

Czesc¢ A. Metody przeprowadzania badan wtasciwosci fizykochemicznych

Al Temperatura topnienia/krzepniecia

A.2. Temperatura wrzenia

A.3. Gestos¢ wzgledna

A.4 Preznosé par

A.5. Napiecie powierzchniowe

A.6. Rozpuszczalnosé w wodzie

A.8. Wspdtczynnik podziatu

A.9. Temperatura zaptonu

A.10. Palnosé (substancje i preparaty chemiczne state)

A.11. Palnos¢ (gazy)

A.12. Palno$¢ (w kontakcie z wodg)

A.13. Whtasciwosci piroforyczne ciat statych i cieczy

A.14. Wtasciwosci wybuchowe

A.15. Temperatura samozaptonu (ciecze i gazy)

A.16. Wzgledna temperatura samozapalenia substancji/preparatow chemicznych statych
A.17. Witasciwosci utleniajace (substancje/preparaty chemiczne state)

A.18. Liczbowo $rednia masa czasteczkowa i rozktad masy czasteczkowej polimerow
A.19. Zawartos$é polimerdw o matej masie czgsteczkowej

A.20. Rozpuszczanie/ekstrakcja polimeréw w wodzie

A.21. Whtasciwosci utleniajace (ciecze)

Czesé B. Metody oznaczania toksycznosci i innych skutkéw zdrowotnych

B.1.BIS. Toksycznosé ostra (podanie droga pokarmowag) — Metoda Ustalonej Dawki
B.1.TRIS. Toksyczno$é ostra (podanie drogg pokarmowg) — Metoda Klas Toksycznosci Ostrej
B.2. Toksycznosé ostra (inhalacyjna)

B.3. Toksycznos$é ostra (narazenie przez skore)

B.4. Toksyczno$é ostra: dziatanie draznigce/zrace na skore

B.5. Toksycznosé ostra: dziatanie draznigce/zragce na oko

B.6. Toksycznosé ostra (uczulenie skoéry)

B.7. Toksycznosé dawki powtarzanej (28 dni, droga pokarmowa)

B.8. Toksycznosé dawki powtarzanej (28 dni, droga inhalacyjna)

B.9. Toksycznos$é dawki powtarzanej (28 dni, po podaniu na skore)

B.10. Mutagennosé (test aberracji chromosomowych in vitro na komérkach ssakéw)

B.11. Mutagennosé (test aberracji chromosomowych na komérkach szpiku kostnego ssakdéw)
B.12. Mutagennos$é (test mikrojagdrowy na erytrocytach ssakdéw in vivo)

B.13/14. Mutagennos$¢ (test rewersji mutacji na bakteriach)

B.15. Mutagennosé (test mutacji genowych na komarkach Saccharomyces cerevisiae)

B.16. Mutagennosé (test rekombinacji mitotycznych na komérkach Saccharomyces cerevisiae)
B.17. Mutagennos$é (test mutacji genowych na komadrkach ssakéw)
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B.18.
B.19.
B.20.
B.21.
B.22.
B.23.
B.24.
B.25.
B.26.
B.27.

B.28.
B.29.

B.30.
B.31.
B.32.
B.33.
B.34.
B.35.
B.36.
B.37.
B.38.
B.39.
B.40.
B.41.
B.42.
B.43.

Czesé C.
C.1.
C.2.
C.3.
C.4.
C.4.l.
C.4.1l.
C.4.111.
C.4.1V.
C.4.V.
C.4.VI.
C.4.VII.
C.5.
C.6.
C.7.
C.8.
c.9.
C.10.
C.11.
C.12.
C.13.
C.14.
C.15.
C.16.
C.17.
C.18.
C.19.

C.20.
C.21.
C.22.
C.23.
C.24.

Uszkodzenie i naprawa DNA — Nieplanowa synteza DNA — Badanie na komadrkach ssakdéw in vitro
Test wymiany chromatyd siostrzanych in vitro

Recesywne mutacje letalne zwigzane z picig u Drosophila melanogaster

Transformacja komorek ssakdow in vitro

Dominujace mutacje letalne u gryzoni

Aberracje chromosomowe spermatogoniow ssakéw

Test plamkowy u myszy

Test dziedzicznych translokacji u myszy

Toksycznosé podchroniczna (90-dniowe powtarzane narazenie gryzoni drogg pokarmowa)
Toksycznosé podchroniczna (90-dniowe powtarzane narazenie drogga pokarmowa zwierzat z gatunkéw
innych niz gryzonie)

Toksycznos$é podprzewlekta — narazenie przez skore (90-dniowe powtarzane narazenie na skore
u gryzoni)

Toksycznosé podprzewlekta — narazenie inhalacyjne (90-dniowe powtarzane narazenie inhalacyjne
u gryzoni)

Toksycznosé przewlekta

Badanie toksycznosci w rozwoju przedporodowym

Dziatanie rakotwadrcze

Toksycznosé przewlekta/dziatanie rakotwodrcze

Dziatanie toksyczne na rozrodczo$¢ w warunkach testu jednopokoleniowego

Dziatanie toksyczne na rozrodczo$é w warunkach testu dwupokoleniowego

Toksykokinetyka

Opdzniona neurotoksycznosé zwiagzkéw fosforoorganicznych po narazeniu ostrym

Opdzniona neurotoksycznos$é zwigzkéw fosforoorganicznych po dawce powtarzanej — 28-dniowej
Nieplanowana synteza DNA na komdérkach watroby ssakow

Dziatanie zrgce na skoére

Fototoksycznosé in vitro — test wychwytu czerwieni obojetnej 3T3

Uczulanie skory: préba na miejscowym wezle chtonnym

Badanie neurotoksycznosci na gryzoniach

Metody przeprowadzenia badan ekotoksycznosci

Toksycznosé ostra (dla ryb)

Toksycznosé ostra (dla rozwielitek — Daphnia sp.)

Hamowanie wzrostu glonow

Podatnos$¢ na biodegradacje

Uwagi ogolne

Zanikanie RWO (Metoda C.4—A)

Zmodyfikowane badanie przesiewowe wg OECD (Metoda C.4—B)
Wydzielanie CO, (Metoda C.4—C)

Metoda respirometrii manometrycznej (Metoda C.4—D)

Metoda naczynia zamknietego (Metoda C.4—E)

Metoda M.L.T.l. (Metoda C.4—F)

Degradacja — biochemiczne zapotrzebowanie na tlen

Degradacja — chemiczne zapotrzebowanie na tlen

Degradacja — abiotyczny rozktad przez hydrolize w zaleznosci od pH
Toksycznosé¢ dla dzdzownic. Badanie w sztucznej glebie
Biodegradacja. Test Zahn-Wellensa

Biodegradacja. Badania symulacyjne osadu czynnego
Biodegradacja. Badania stopnia hamowania oddychania osadu czynnego
Biodegradacja. Zmodyfikowany test SCAS

Biokoncentracja. Badanie przeptywowe na rybach

Badanie wzrostu narybku

Krétkoterminowa toksycznosé na zarodkach ryb i stadiach narybku
Badanie toksycznosci ostrej drogg pokarmowa na pszczotach miodnych
Badanie toksycznosci ostrej kontaktowej na pszczotach miodnych
Adsorpcja/desorpcja metoda wyznaczania stanu rownowagi
Wyznaczanie wspotczynnika adsorpcji (K,c) na glebie i osadzie sciekowym za pomoca chromatogra-
fii cieczowej (HPLC)

Rozmnazanie rozwielitki (Daphnia magna sp.)

Mikroorganizmy glebowe: badanie przemian azotu

Mikroorganizmy glebowe: badanie przemian wegla

Przemiany tlenowe i beztlenowe w glebie

Przemiany tlenowe i beztlenowe w osadach wodnych
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Zatacznik nr 2

A.21. WEASCIWOSCI UTLENIAJACE (CIECZE)

1. METODA

1.1. Wstep

Niniejsza metoda badania jest przewidziana do po-
miaru zdolnosci cieczy do zwiekszenia szybkosci spa-
lania lub intensywnosci spalania materiatéw palnych
lub do tworzenia mieszanin z materiatami palnymi,
ktére ulegajg samozapaleniu, jezeli takie dwa sktadni-
ki zostang doktadnie zmieszane. Opiera sie ona na me-
todzie ONZ przewidzianej dla cieczy utleniajgcych (zo-
bacz pozycja 1 piSmiennictwa) i jest z nig rownowaz-
na. Jednakze, metoda ta jako A.21 przewidziana jest
przede wszystkim do spetnienia wymagan dyrektywy
67/548; wymagane jest porownanie tylko z jedng sub-
stancjg kontrolna. Badanie i poréwnanie z dodatkowa
substancjg kontrolng moze by¢ konieczne, jezeli prze-
widuje sie zastosowanie wynikéw badan do innych
celow!.

Badania nie trzeba wykonywaé, jezeli z budowy
strukturalnej substancji mozna wnioskowac¢ o tym, ze
substancja nie reaguje egzotermicznie z materiatem
palnym.

Przed wykonaniem badania wskazane jest pozna-
nie informacji o wtasciwosciach wybuchowych sub-
stancji/preparatow chemicznych.

Metody nie nalezy stosowaé do badan substan-
cji/preparatéw chemicznych statych, gazowych, wybu-
chowych, wysoce tatwopalnych oraz nadtlenkéw or-
ganicznych.

Niniejsze badanie nie musi byé przeprowadzane,
jezeli dostepne sg wyniki badania cieczy wedtug me-
tody ONZ dla cieczy utleniajgcych (zobacz pozycja 1
pismiennictwa).

1.2. Definicje i jednostki

Sredni czas narastania cisnienia jest $rednig ze
zmierzonych czasOw narastania cisnienia dla miesza-
nin podatnych w warunkach oznaczenia do powodo-
wania wzrostu ci$nienia od 690 kPa do 2070 kPa po-
wyzej ci$nienia atmosferycznego.

1.3. Substancje kontrolne

Jako substancje? kontrolng stosuje sie 65 % (ma-
sowo) roztwor wodny kwasu azotowego (czystosé
analityczna).

Alternatywnie, jezeli badajacy przewiduje, ze wy-
niki takiego badania moga byé wykorzystane do in-
nych celéw', to moze uznaé za zasadne przeprowadze-
nie badania z dodatkowa substancja kontrolna3.

1 Np. w ramach przepiséw transportowych ONZ.

2 Przed badaniem kwas powinien byé zmiareczkowany w ce-
lu potwierdzenia stezenia.

3 Wedtug odsytacza' stosowane sg np.: 50
nadchlorowy i 40 % (w/w) chloran sodu.

% (w/w) kwas

1.4. Zasada metody badawczej

Badang ciecz miesza sie w stosunku 1:1 (masowo),
z wtéknami celulozy i umieszcza sie w naczyniu ci$nie-
niowym. Jezeli podczas mieszania lub napetniania na-
czynia nastgpi samozapalenie, to dalsze prowadzenie
badania nie jest konieczne.

Jezeli samozapalenie nie nastgpito, to powinno
byé przeprowadzone petne badanie. Mieszanine
ogrzewa sie w naczyniu ci$nieniowym i oznacza sie
sredni czas narastania cisnienia od 690 kPa do
2070 kPa powyzej cisnienia atmosferycznego. Uzyska-
ny czas poréwnuje sie ze Srednim czasem narastania
ci$nienia dla mieszaniny 1:1 (masowo) substancji kon-
trolnej(ych) i celulozy.

1.5. Kryteria wiarygodnosci badan

W serii pieciu préob dla jednej substancji nie po-
winno by¢ wynikdéw réznigcych sie o wiecej niz 30 %
od $redniej arytmetycznej. Wyniki réznigce sie o wie-
cej niz 30 % od s$redniej arytmetycznej powinny byé
odrzucone, a procedury mieszania i napetniania po-
winny zostaé skorygowane, a badanie powtérzone.

1.6. Opis metody badawczej
1.6.1. Czynnosci przygotowawcze

1.6.1.1. Materiat palny

Jako materiat palny stosuje sie wysuszone wtdkna
celulozy o dtugosci widkna pomiedzy 50 i 250 ym oraz
przecietnej $rednicy 25 pm#. Powinny byé one wysu-
szone do statej wagi w warstwie nie grubszej niz
25 mm w 105 °C przez 4 godz. i przechowywane
w eksykatorze, ze srodkiem suszacym, az do ochtodze-
nia i osiggniecia stanu wymaganego do stosowania.
Zawarto$¢ wody w wysuszonej celulozie powinna byé
nizsza niz 0,5 % (masowo) w przeliczeniu na sucha
mase®. Jezeli to konieczne, czas suszenia powinien
by¢ przedtuzony az do osiggniecia tej wartosci®. Ta sa-
ma partia celulozy powinna byé stosowana podczas
catego badania.

1.6.1.2. Aparatura
1.6.1.2.1. Naczynie cisnieniowe

Wymagane jest naczynie cisnieniowe. Aparat skfa-
da sie z cylindrycznego stalowego naczynia cisnienio-
wego o dtugosci 89 mm i Srednicy zewnetrznej 60 mm

4 Np. Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder
CF 11, katalog nr 4021 050.

5 Potwierdzone np. za pomocg miareczkowania metoda
Karl-Fisher'a.

6 Alternatywnie, wskazana zawarto$¢ wody moze byé row-
niez osiggana np. przez ogrzewanie w 105 °C pod obnizo-
nym cisnieniem przez 24 h.
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(patrz rysunek A.21.1). Na przeciwnych stronach znaj-
duja sie dwie ptaszczyzny (zmniejszajgce przekrdj na-
czynia do 50 mm) w celu utatwienia trzymania pod-
czas zaktadania gtowiczki zapalajacej i odpowietrzni-
ka. Naczynie, ktére ma wywiercony otwoér o $rednicy
20 mm, z jednego konca nagwintowany do gtebokosci
19 mm gwintem 1,zgodnie z norma British Standard
Pipe (BSP) lub jego odpowiednikiem metrycznym. Od-
prowadzenie cisnienia, w postaci bocznego ramienia,
jest wkrecane w zakrzywiong powierzchnie naczynia
ci$nieniowego 35 mm od jednego konca i pod katem
90° do powierzchni uchwytowych. Na koncu ramienia
bocznego jest wywiercone gniazdo na gtebokosé
12 mm i nagwintowane gwintem 1/2”, zgodnie z BSP
lub jego odpowiednikiem metrycznym. Jezeli jest to
konieczne, uszczelnienie wewnetrzne zawiera uszczel-
ke gazoszczelng. Ramie boczne wchodzi 55 mm
w gtgb korpusu naczynia ci$nieniowego i ma otwor
o srednicy 6 mm. Koniec ramienia bocznego jest na-
gwintowany w celu unieruchomienia czujnika ci$nie-
nia. Do pomiaru ci$nienia moze byé uzyte dowolne
urzgdzenie, pod warunkiem ze nie jest wrazliwe na go-
race gazy lub produkty rozktadu i jest odpowiednie do
odczytu szybkos$ci narastania cisnienia w przedziale
690—2070 kPa, w okresie nie dtuzszym niz 5 ms. Naj-
dalszy od ramienia bocznego koniec naczynia ci$nie-
niowego jest zamykany gtowiczka zapalajaca, wypo-
sazong w dwie elektrody, jedna odizolowana od kor-
pusu, a druga uziemiajaca jest z nim potgczona. Drugi
koniec naczynia cisnieniowego jest zamykany alumi-
niowg membrang rozrywajacg o grubosci 0,2 mm (ci-
$nienie rozrywajgce wynosi ok. 2200 kPa) zamocowa-
na w gniezdzie za pomocga korka z otworem 20 mm.
Jezeli to konieczne, pod gtowiczkag zapalajgca stosuje
sie obojetne uszczelnienie w celu zapewnienia herme-
tycznosci. Urzadzenie podtrzymujace (rysunek A.21.2)
umozliwia wtasciwg pozycje zestawu podczas bada-
nia. Zwykle sktada si¢ ono z ptytki z migkkiej stali
o wymiarach 235 mm x 184 mm x 6 mm z przymoco-
wanym do niej wspornikiem o dfugosci 185 mm i wy-
profilowanym kwadratowo zagtebieniem na naczynie
ci$nieniowe o wymiarach 70 mm x 70 mm x 4 mm.
Sciany boczne wyprofilowanego kwadratowo wspor-
nika sg naciete na dwoch przeciwlegtych stronach na
jednym konhcu jego dfugosci tak, ze konstrukcja ma
dwie ptaskie boczne nogi wznoszace sie na wysokosé
86 mm ponad nienaruszony przekréj wspornika. Dru-
gie konce tych ptaskich scian sg obciete pod katem 60°
do poziomu i przyspawane do ptytki podstawy. Po jed-
nej stronie gérnej czesci podstawy przekroju wsporni-
ka wykonana jest szczelina o wymiarach 22 mm szero-
kosci i 46 mm gtebokosci tak, ze gdy zestaw naczynia
ci$nieniowego jest opuszczany w gtab wspornika, naj-
pierw podparty jest we wsporniku zacisk zapalajacy,
a boczne ramie umieszczone jest w tej szczelinie. Pod-
ktadka stalowa o dtugosci 30 mm i grubosci 6 mm jest
dospawana do dolnej wewnetrznej czesci przedniej
wspornika, ktéra dziata jako przektadka dystansowa.
Dwie $ruby 7 mm z ptaskim tbem (lub motylkowe)
wkrecone w $ciane przeciwlegta stuzg do mocowania
naczynia ci$nieniowego w miejscu. Dwie 12 mm sze-
rokosci tasmy stalowe o grubosci 6 mm, przyspawane
do czesci bocznych, stykaja sie z podstawg wspornika,
podpierajac naczynie cisnieniowe od dotu.

1.6.1.2.2. Uktad zapalajacy

Uktad zapalajgcy zawiera drut Ni/Cr o diugosci
25 cm, $rednicy 0,6 mm i opornosci 3,85 ohm/m. Drut
zwija sie, za pomoca preta o $rednicy 5 mm w spirale
i przymocowuje sie do elektrod gtowiczki zapalajace;j.
Spirala powinna mie¢ jedng z form pokazanych na ry-
sunku A.21.3. Odlegto$¢ pomiedzy dnem naczynia
a dolng czescia spirali powinna wynosi¢ 20 mm. Jeze-
li elektrody nie sg nastawialne, to kohce drutu zapala-
jacego pomiedzy spiralag a dnem naczynia powinny
by¢ odizolowane za pomocag ceramicznej gilzy. Drut
rozgrzewa sie wskutek przeptywu pradu statego o na-
tezeniu co najmniej 10 A.

1.6.2. Wykonanie badania’

Urzadzenie, zestawione razem z czujnikiem cisnie-
nia i uktadem grzewczym, ale bez membrany rozrywa-
jacej umieszczonej na miejscu, jest podtrzymywane
od dotu przez gtowiczke zapalajaca. Badang ciecz
w ilosci 2,56 g miesza sie z 2,5 g wysuszonej celulozy
w szklanej zlewce za pomocg szklanej bagietki®. Ze
wzgleddw bezpieczenstwa, mieszanie powinno byé
przeprowadzone spoza ostony pomiedzy wykonawca
a mieszaning. Jezeli mieszanina zapali sie podczas
mieszania lub napetniania, dalsze wykonywanie bada-
nia nie jest konieczne. Mieszanine dodaje sig, matymi
porcjami przez zawor, do naczynia cisnieniowego
w sposoOb gwarantujacy, ze mieszanina zostata utozo-
na wokot spirali zapalajacej i jest z nig w dobrym kon-
takcie. Wazne jest, aby spirala nie zostata znieksztatco-
na podczas operacji napetniania, co moze mie¢ wptyw
na uzyskanie btednych wynikow?.

Membrane rozrywajacg umieszcza sie na miejscu
i zabezpiecza sie jg, wkrecajac korek w celu uszczelnie-
nia. Zatadowane naczynie z membrang rozrywajaca
umieszczong do gory przenosi sie na miejsce (podsta-
we), w ktdrym bedzie wykonywany zapton, umiesz-
czone w odpowiednim opancerzonym wyciggu lub ko-
morze do spalania. Koncowki zasilania powinny zo-
staé podtagczone do zewnetrznych koncéwek gtowiczki
zapalajacej i powinien zostaé wtaczony prad o nateze-
niu 10 A. Czas pomiedzy poczatkiem mieszania i wta-
czeniem zasilania nie powinien przekraczaé¢ 10 minut.

Sygnat wytwarzany przez czujnik ci$nienia reje-
struje sie przez odpowiedni uktad, ktéry umozliwia
oceneg i rejestrowanie statego zapisu czasu narastania
ci$nienia (np. przekaznik potgczony jest z rejestrato-
rem). Mieszanine ogrzewa sie az do pekniecia mem-
brany rozrywajacej lub przez co najmniej 60 s. Jezeli
membrana rozrywajaca nie pekta, to mieszanine nale-

7 Mieszaniny utleniacza z celulozg powinny byé traktowane
jako potencjalnie wybuchowe i wszelkie czynnosci powin-
ny by¢ wykonywane ostroznie.

8 W praktyce, moze to byé uzyskiwane poprzez przygotowa-
nie mieszaniny 1:1 (masowo) mieszaniny cieczy badanej
i celulozy w ilosci wigkszej niz potrzebna do proby i do
przeniesienia 5 = 0,1g do naczynia cisnieniowego. Do kaz-
dej préoby mieszanina powinna by¢ $wiezo przygotowana.

9 W szczegoélnosci nie nalezy dopusci¢ do kontaktu pomie-
dzy sasiadujgcymi zwojami spirali.
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zy pozostawi¢ do ochtodzenia przed ostroznym roze-
braniem urzadzenia, stosujgc zabezpieczenia przed
dziataniem nadcisnienia, ktére moze w nim wystepo-
waé. Wykonuje sie pieé prob z cieczg badang i sub-
stancjg(ami) kontrolng(ymi). Zapisuje sie czas narasta-
nia cisnienia od 690 kPa do 2070 kPa powyzej ci$nie-
nia atmosferycznego. Potem oblicza sie $redni czas
narastania cisnienia.

W pewnych przypadkach ciecze mogg powodo-
wacé wzrost cisnienia (zbyt wysoki lub zbyt niski), spo-
wodowany przez reakcje chemiczne niebedace cha-
rakterystycznymi dla wtasciwosci utleniajgcych. W ta-
kich przypadkach moze by¢ konieczne powtérzenie
badania z materiatem obojetnym, np. diatomitem (zie-
mig okrzemkowg), zastepujacym celuloze w celu wyja-
$nienia rodzaju reakcji.

2. WYNIKI

Czas narastania ci$nienia zaréwno dla substanc;ji
badanej i substancji kontrolnej(ych). Czas narastania
ci$nienia z badan z materiatem obojetnym, o ile zosta-
ty przeprowadzone.

2.1. Opracowanie wynikéw

Oblicza sie $redni czas narastania cisnienia dla cie-
czy badanej i substancji kontrolnej(ych).

Oblicza sie $redni czas narastania ci$nienia z ba-
dan z materiatem obojetnym (o ile zostaty przeprowa-
dzone).

Niektére przyktady wynikéw podano w tabeli
A.21.1.

Tabela A.21.1.

Przyktady wynikéw®

Ciecz ¥ Sredni czas narastania ci$nienia dla cieczy badanej
iecz . .
zmieszanej w stosunku 1:1 (masowo) z celulozg (ms)
Dichromian amonu, nasycony roztwdr wodny 20800
Azotan wapnia, nasycony roztwor wodny 6700
Azotan zelazowy, nasycony roztwdr wodny 4133
Nadchloran litu, nasycony roztwér wodny 1686
Nadchloran magnezu, nasycony roztwdr wodny 777
Azotan niklawy, nasycony roztwér wodny 6250
Kwas azotowy, 65 % 4767"
Kwas nadchlorowy, 50 % 1219
Kwas nadchlorowy, 55 % 59
Azotan potasu, 30 % roztwér wodny 26690
Azotan srebra, nasycony roztwér wodny -»
Chloran sodu, 40 % roztwér wodny 2555%
Azotan sodu, 45 % roztwér wodny 4133
Substancja obojegtna
Woda: celuloza -

a) Srednia warto$é z poréwnawczych prob miedzylaboratoryjnych.

b) Maksymalnego ci$nienia 2070 kPa nie uzyskano.

¢) Roztwory nasycone powinny byé przygotowywane w 20 °C.
d) Zobacz pozycja 1 pi$miennictwa dotyczaca klasyfikacji wedtug algorytmu ONZ dla transportu.

3. SPRAWOZDANIE

3.1. Sprawozdanie z badan

Sprawozdanie z badan musi zawiera¢ nastepujace
informacje:

— identyfikacje, sktad, czysto$é badanej substanciji
itp.,

— stezenie substancji badanej,

— zastosowang procedure suszenia celulozy,

— zawartos$é wody w wysuszonej celulozie,

— wyniki badan,

— wyniki badan z materiatem obojetnym, jezeli byty
wykonywane,

— obliczone $rednie czasy narastania cis$nienia,
— odstepstwa od niniejszej metody i ich przyczyny,

— wszystkie informacje dodatkowe lub uwagi doty-
czgce interpretacji wynikow.

3.2. Interpretacja wynikow°

Wyniki badah ocenia sie na podstawie:

— obserwacji, czy mieszanina cieczy badanej i celu-
lozy zapala sie samorzutnie, oraz

10 Zobacz pozycja 1 pismiennictwa; w celu interpretacji wy-
nikdw na podstawie zalecen ONZ dla transportu stosowa-
nych dla réznych substancji kontrolnych.
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— pordéwnania $redniego czasu przyjetego dla nara- W celu unikniecia fatszywie pozytywnych wyni-
stania cisnienia od 690 kPa do 2070 kPa z substan- kow, jezeli to konieczne, powinny byé réwniez
cja(ami) kontrolng(ymi). uwzglednione przy ich interpretacji wyniki uzyskane

Ciecz uwaza sie za utleniajaca, jezeli: podczas badania cieczy z materiatem obojetnym.

— mieszanina 1:1 (masowo), cieczy i celulozy zapala

. . 4. PISMIENNICTWO
sie samorzutnie lub

— mieszanina 1:1 (masowo) cieczy i celulozy wykazu- 1) Recommendations on the Transport of Dangerous

je éredni czas narastania ci$nienia mniejszy lub Goods, Manual of Tests and Criteria. 3rd revised
rowny sredniemu czasowi narastania cisnienia dla edition. UN Publication No: ST/SG/AC.10/11/Rev.
mieszaniny 1:1 masowo, 65 % (masowo) wodne- 3, 1999, page 342. Test 0.2: Test for oxidizing liqu-
go roztworu kwasu azotowego i celulozy. ids.

Rysunek A.21.1.

Naczynie ci$nieniowe
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A Korpus naczynia cisnieniowego

B Korek blokujgcy membrane rozrywajaca
C Gtowiczka zapalajaca

D Migkka podktadka otowiana

E Membrana rozrywajaca

F Ramie boczne

G Gfowica czujnika ci$nienia

H Podktadka

J Elektroda zaizolowana

K Elektroda uziemiona

L Izolacja

M Kréciec stalowy

N Wyztobienie na odksztatcenie podktadki
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Rysunek A.21.2.

Urzadzenie podtrzymujace

Rysunek A.21.3.

Uktad zapalajacy

A A
C

! i

C

A Spirala zapalajaca

B lzolacja

C Elektrody

D Gtowiczka zapalajaca

Uwaga: moga by¢ stosowane oba te ustawienia.
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Zatacznik nr 3

B.1.BIS. TOKSYCZNOSC OSTRA (PODANIE DROGA POKARMOWA) — METODA USTALONEJ DAWKI

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD Nr 420 (2001).

1.1. Wstep

W tradycyjnych metodach szacowania ostrej tok-
sycznosci poszukiwanym wskaznikiem sity dziatania
toksycznego jest padniecie zwierzat. W 1984 r. Brytyj-
skie Towarzystwo Toksykologiczne zaproponowato
nowe podejscie do badan toksycznosci ostrej opiera-
jace sie na kolejnym podawaniu dawek o ustalonej
wielkosci (zobacz pozycja 1 pismiennictwa). Podejscie
to umozliwia unikniecie traktowania padniecia zwie-
rzat jako kryterium oceny, gdyz polega na obserwac;ji
wyraznych cech dziatania toksycznego ujawniajacych
sie po kolejnym podaniu dawki o ustalonej wielkosci.
Po brytyjskich (zobacz pozycja 2 pi$miennictwa) i mie-
dzynarodowych (zobacz pozycja 3 piSmiennictwa) ba-
daniach walidacyjnych przeprowadzonych in vivo pro-
cedura zostata przyjeta w 1992 r. jako metoda badaw-
cza. Nastepnie w kolejnych badaniach (zobacz pozycje
4, 5 i 6 piSmiennictwa) oszacowano wiarygodnosé
Metody Ustalonej Dawki przy zastosowaniu staty-
stycznych modeli matematycznych. Badania in vivo
oraz matematyczne modelowania wykazaty, ze proce-
dura jest powtarzalna, w poréwnaniu z metodami tra-
dycyjnymi umozliwia zmniejszenie liczby stosowa-
nych zwierzat oraz pozwala uszeregowaé substancje
w sposoéb zblizony do innych nietradycyjnych metod
badania toksycznosci ostre;j.

Wytyczne co do wyboru najbardziej wtasciwej me-
tody badawczej do oceny toksycznosci ostrej podane
sg w Wytycznych do Badan Toksycznosci Ostrej po Po-
daniu Drogg Pokarmowa (zobacz pozycja 7 pismien-
nictwa). Dokument ten zawiera takze dodatkowe infor-
macje, dotyczgce przeprowadzenia badan Metoda
B.1.bis i ich interpretacji.

Zasada metody jest, aby w badaniu gtéwnym sto-
sowane byty tylko $rednio toksyczne dawki; unika¢ na-
lezy podawania dawek, ktére prawdopodobnie beda
powodowacé padniecie zwierzat. Nie nalezy podawaé
rowniez substancji w dawkach, co do ktérych jest
pewnosé, ze powodujg znaczny bdl i cierpienie z po-
wodu ich ostrego dziatania draznigcego lub zrgcego.
Zwierzeta w agonii lub w widoczny sposdéb cierpigce,
badz tez wykazujgce oznaki silnego i trwatego bdlu,
powinny byé w sposdb humanitarny usmiercone,
a w interpretacji wynikdw powinny zosta¢ traktowane
tak samo, jak zwierzeta, ktére padty podczas badania.
Kryteria podjecia decyzji o u$mierceniu zwierzat
w agonii lub cierpigcych oraz wytyczne co do rozpo-
znawania przewidywanej lub nieuchronnej $mierci sa
przedmiotem osobnych Wytycznych (zobacz pozycja 8
pismiennictwa).

Stosujac te metode, mozna uzyskaé informacje na
temat niebezpiecznych wtasciwos$ciach substancji
oraz uszeregowac je i sklasyfikowac zgodnie z zasada-

mi Swiatowego Systemu Zharmonizowanego (GHS)
dotyczgcymi klasyfikacji substancji chemicznych ze
wzgledu na toksycznos$é ostrg (zobacz pozycja 9 pi-
$miennictwa).

Przed przystgpieniem do badania wykonujacy je
powinien wzig¢ pod uwage wszystkie dostepne infor-
macje na temat badanej substancji. Do takich informa-
cji zalicza sie tozsamos$¢é i budowe chemiczng substan-
cji, jej wtasciwosci fizykochemiczne, wyniki innych ba-
dan toksykologicznych in vitro lub in vivo, dane toksy-
kologiczne dla substancji o podobnej budowie che-
micznej oraz przewidywane zastosowanie(a) tej sub-
stancji. Takie informacje sa konieczne w celu przeko-
nania wszystkich zainteresowanych, ze badanie jest
odpowiednie dla ochrony zdrowia ludzkiego i odpo-
wiednie do wtasciwego wyboru dawki poczatkowej.

1.2. Definicje

Toksycznosé ostra po podaniu droga pokarmowa:
oznacza wszystkie szkodliwe skutki, ktére wystepuja
po podaniu substancji drogg pokarmowa w pojedyn-
czej dawce lub w wielu dawkach, podanych w czasie
24 godzin.

Padniecie opoznione: oznacza, ze zwierze nie pada
lub nie znajduje sie w stanie agonii w czasie 48 godzin
od podania badanej substancji, ale pada podzniej,
w czasie 14-dniowego okresu obserwacji.

Dawka: jest ilosciag badanej substancji podanej
zwierzeciu. Dawke wyraza sie jako mase badanej sub-
stancji przypadajaca na jednostke masy ciata zwierze-
cia (np.: mg/kg).

Toksycznosé widoczna: jest ogdlnym pojeciem
opisujgcym wyrazne oznaki zatrucia wystepujace po
podaniu badanej substancji (zobacz pozycja 3 pi-
$miennictwa) takie, ze w nastepnej najwyzszej ustalo-
nej dawce moga wystgpic trwate objawy ostrego bdlu
i cierpienia, stan agonii (kryteria podano w Humane
Endpoints Guidance Document (zobacz pozycja 8 pi-
Smiennictwa) lub prawdopodobne jest padniecie
wiekszosci zwierzat.

GHS: Swiatowy System Zharmonizowany. Wspdl-
ne przedsiewziecie OECD (zdrowie i srodowisko), Ko-
mitetu Ekspertéw ONZ ds. Transportu Towaréw Nie-
bezpiecznych (wtasciwosci fizykochemiczne), ILO (in-
formacja o zagrozeniach) i koordynowane przez Mie-
dzyorganizacyjny Program Zarzadzania Chemikaliami
(IOMC).

Nieuchronne padniecie: oznacza spodziewany
stan agonii lub padniecie po przedtuzeniu czasu ob-
serwacji. Do objawoéw mogacych wskazywacé na taki
stan u gryzoni zalicza sie konwulsje, potozenie boczne,
pozycje lezaca i drgawki (bardziej szczegodtowy opis
mozna znalezé w Humane Endpoints Guidance Docu-
ment, zobacz pozycja 8 piSmiennictwa).
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LD;, (medialna dawka smiertelna): jest statystycz-
nie obliczong pojedynczg dawka substancji, ktéra spo-
woduje $mieré 50 % zwierzat po podaniu droga po-
karmowa. Wartosc LDy, jest wyrazana w postaci masy
badanej substancji przypadajacej na jednostke masy
badanego zwierzecia (mg/kg).

Dawka graniczna: odnosi sie do gérnego ograni-
czenia dawki w badaniu (2000 lub 5000 mg/kg).

Prognozowane padniecie: wystepowanie obja-
wow klinicznych $wiadczacych o padnieciu w przewi-
dywalnym okresie w przysztosci przed uptywem za-
konczenia doswiadczenia, np. niezdolno$é do picia
wody lub spozywania paszy (bardziej szczegdétowy
opis mozna znalezé w Humane Endpoints Guidance
Document, zobacz pozycja 8 piSmiennictwa).

1.3. Zasada metody badawczej

Grupy zwierzat jednej pfci narazane sg wedtug
procedury etapowej przy zastosowaniu ustalonych
dawek 5, 50, 300 i 2000 mg/kg (wyjatkowo moze by¢
brana pod uwage dodatkowa dawka 5000 mg/kg, zo-
bacz pkt 1.6.2). Poziom dawki poczatkowej jest wybie-
rany na podstawie badania wstepnego i jest to dawka,
ktéra powinna powodowacé wystgpienie pewnych ob-
jawow toksycznosci, jednak bez wystgpienia jej
ostrych skutkéow lub $miertelnosci. Objawy kliniczne
i warunki powigzane z wystgpieniem bolu, cierpienia
i nieuchronnego padniecia sg szczegoétowo opisane
w oddzielnych Wytycznych OECD (zobacz pozycja 8
pismiennictwa). Nastepne grupy zwierzat moga byé
narazane na badang substancje podawang w wyz-
szych lub nizszych ustalonych dawkach, w zaleznosci
od wystepowania lub niewystepowania objawoéw tok-
sycznosci lub $miertelnosci. Procedura ta jest konty-
nuowana az do podania substancji w dawce powodu-
jacej widoczne objawy toksycznosci lub do momentu,
gdy stwierdzi sie nie wiecej niz jeden przypadek pad-
niecia lub gdy w najwyzszej dawce nie notuje sie zad-
nych skutkow, badz tez padniecie wystepuje w dawce
najnizszej.

1.4. Opis metody badawczej
1.4.1. Wybor gatunku zwierzat

Zalecanym gatunkiem gryzoni jest szczur, chociaz
mogga byé réwniez stosowane inne gatunki gryzoni.
W badaniach zazwyczaj uzywa sie samic (zobacz pozy-
cja 7 piSmiennictwa). Jest to uzasadnione opisanymi
w literaturze wynikami konwencjonalnych badan stu-
zacych do okreslenia wartosci LD, ktore wykazuja, ze
zazwyczaj istnieje niewielka réznica we wrazliwosci
pomiedzy samcami a samicami gryzoni; a w tych przy-
padkach, w ktoérych obserwowane sg réznice, samice
sg na ogot nieco bardziej wrazliwe (zobacz pozycja 10
pismiennictwa). Jezeli wiedza o toksykologicznych lub
toksykokinetycznych wtasciwosciach strukturalnie po-
dobnych substancji wskazuje na wieksze prawdopo-
dobienstwo, ze samce moga by¢ bardziej wrazliwe,
wowczas do badah powinny byé uzyte szczury tej ptci.
Gdy badanie prowadzi sie na samcach, nalezy podaé
wyrazne uzasadnienie.

Stosowane powinny byé mtode, dojrzate, zdrowe
osobniki powszechnie uzywanych ras laboratoryj-
nych. Samice powinny byé dziewicze i nieciezarne.
Kazde zwierze na poczatku doswiadczenia powinno
byé w wieku 8 do 12 tygodni, a jego masa powinna za-
wieraé sie w przedziale +20 % $redniej masy uprzed-
nio narazanych zwierzat.

1.4.2. Warunki przetrzymywania i karmienia zwierzat

Temperatura w pomieszczeniach doswiadczalnych
powinna wynosi¢ 22+3 °C. Wilgotnos¢ wzgledna po-
winna wynosi¢ 50—60 %, przy dopuszczalnych od-
chyleniach miedzy 30 % a 70 % (wyzsza warto$¢ jedy-
nie podczas czyszczenia pomieszczen). Nalezy stoso-
waé sztuczne oswietlenie: 12 godzin swiatta i 12 go-
dzin ciemnosci. Do karmienia zwierzat powinna by¢
stosowana typowa pasza laboratoryjna, nalezy zapew-
ni¢ nieograniczony dostep do wody. Zwierzeta moga
by¢ pogrupowane w klatkach wg otrzymywanej daw-
ki, ale liczba zwierzat przypadajacych na klatke nie mo-
ze zakiocaé doktadnych obserwacji kazdego zwierze-
cia.

1.4.3. Przygotowanie zwierzat

Zwierzeta sg wybierane losowo, znakowane dla
umozliwienia identyfikacji kazdego osobnika i w celu
aklimatyzacji do warunkow laboratoryjnych przetrzy-
mywane w klatkach przynajmniej 5 dni przed rozpo-
czeciem podawania substancji.

1.4.4. Przygotowanie okreslonych dawek substancji
i ich podawanie

Zasadniczo substancje badane, niezaleznie od
dawki, powinny byé podawane w statej objetosci po-
przez zréznicowanie stezenia podawanego preparatu.
Gdy bada sie produkt koncowy w postaci ciektej lub
mieszaning, woéwczas zastosowanie nierozcienczonej
badanej substanciji, tj. w statym stezeniu, moze byé
bardziej odpowiednie i wymagane przez niektore
urzedy dla nastepujacej w dalszej kolejnosci oceny ry-
zyka tej substancji. W kazdym z tych przypadkéw nie
nalezy przekraczaé maksymalnej objetosci podawa-
nej dawki. Maksymalna objetos¢ cieczy, ktéra moze
by¢ podana jednorazowo, zalezy od rozmiarow zwie-
rzecia. U gryzoni objetos$é ta nie powinna przekraczaé
1 ml/100 g masy ciata, jednakze w przypadku roztwo-
row wodnych mozna wzigé pod uwage objetosé
2 ml/100 g masy ciata. O ile jest to tylko mozliwe, to
w przypadku roznych postaci (formulacji) podawane-
go preparatu zaleca sie w pierwszej kolejnosci uzycie
wodnych roztwordow/zawiesin/emulsji, a w nastepnej
kolejnosci wskazane sa roztwory/zawiesiny/emulsje
w oleju (np.: oleju kukurydzianym), a w ostatecznosci
roztwory w innych rozpuszczalnikach. Powinny byé
znane wtasnosci toksykologiczne no$nikéw innych niz
woda.

Podawane roztwory musza byé przygotowane
na kréotko przed ich podaniem, chyba ze stabil-
nosé preparatu w okresie dtuzszym od okresu, w ja-
kim przeprowadzono badanie, jest znana i akcepto-
walna.
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1.5. Sposéb postepowania
1.5.1. Podawanie substancji

Badana substancja jest podawana jednorazowo
w pojedynczej dawce za pomocg sondy dozotagdkowej
lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej. W przypadku
gdy jednorazowe podanie catej dawki jest niemozliwe,
moze byé ona podana w porcjach, przy czym czas po-
dania catej dawki nie moze przekroczy¢ 24 godzin.

Zwierzeta przed podaniem badanej substancji po-
winny by¢ gtodzone (np. w przypadku szczuréw pozo-
stawia sie wode, ale paszy nie podaje sie w nocy;
w przypadku myszy pozostawia sie wode, a paszy nie
podaje sie w okresie 3—4 godzin przed doswiadcze-
niem). Po okresie gtodzenia nalezy zwierzeta zwazyé
i poda¢ im badang substancje. Po podaniu substanciji,
w przypadku szczuréw, pasze podaje sie po uptywie
3—4 godzin, a w przypadku myszy po uptywie
1—2 godzin. Jezeli substancje podaje sie w porcjach
w ciggu pewnego okresu, wowczas w zaleznosci od
dtugosci trwania tego okresu moze okazaé sie koniecz-
ne dostarczenie zwierzetom wody i paszy.

1.5.2. Badanie wstepne

Celem badania wstepnego jest ustalenie wtasci-
wej dawki poczatkowej stosowanej w badaniu wtasci-
wym. Badana substancja jest podawana pojedynczym
zwierzetom w sposob sekwencyjny wedtug schema-
téw zamieszczonych w Schemacie 1. Badanie wstep-
ne konczy sie, gdy mozna podja¢ decyzje co do wybo-
ru dawki poczatkowej stosowanej w badaniu wtasci-
wym lub gdy w najnizszej ustalonej dawce obserwuje
sie padniecie badanych zwierzat.

Dawka poczatkowa do badania wstepnego jest
wybierana z ustalonych pozioméw 5, 50, 300
i 2000 mg/kg jako dawka majgca spowodowaé widocz-
ng toksycznosé, jesli mozna to przewidzie¢ na podsta-
wie wynikow badanh in vivo i in vitro tej samej sub-
stancji lub substancji podobnej strukturalnie. W przy-
padku braku takich informacji dawka poczatkowa be-
dzie 300 mg/kg.

Pomiedzy narazaniem kolejnych zwierzat powi-
nien by¢ zachowany odstep wynoszacy przynajmniej
24 godziny. Wszystkie zwierzeta powinny by¢ obser-
wowane przez przynajmniej 14 dni.

W wyjatkowych sytuacjach, usprawiedliwionych
tylko szczegdélnymi wymaganiami prawnymi, mozna
rozwazaé¢ zastosowanie dodatkowej, wyzszej dawki
5000 mg/kg (Kryteria Klasyfikacji). W celu zapobieze-
nia nadmiernym cierpieniom zwierzat nie jest zaleca-
ne badanie w zakresach Kategorii 5 wg GHS (dawki
2000 do 5000 mg/kg). Powinno byé ono brane pod
uwage tylko wtedy, gdy istnieje duze prawdopodo-
bienstwo, ze wyniki takiego badania beda miaty istot-
ne znaczenie dla ochrony zdrowia ludzi i zwierzat.

W przypadkach gdy badane zwierze narazone
w badaniu wstepnym na substancje w najnizszej usta-
lonej dawce (5 mg/kg) padnie, wskazang procedura

jest zakonczenie badan i przypisanie substancji do Ka-
tegorii 1 wg GHS (jak przedstawiono w Schemacie 1).
Jezeli wymagane jest dalsze potwierdzenie tej klasyfi-
kacji, mozna przeprowadzié¢ dodatkowa procedure, na-
razajac drugie zwierze w dawce 5 mg/kg. Jezeli i to
zwierze padnie, wéwczas potwierdza sie zaklasyfiko-
wanie substancji do Kategorii 1 wg GHS i natychmiast
konczy badanie. Jezeli drugie zwierze przezyje, wow-
czas narazane sg maksymalnie trzy dodatkowe zwie-
rzeta w dawce 5 mg/kg. Ze wzgledu na wysokie ryzy-
ko $miertelnosci, w celu zapobiezenia zbednym cier-
pieniom, zwierzeta powinny byé narazane jedno po
drugim. Odstep czasowy pomiedzy podawaniem sub-
stancji w kolejnych dawkach powinien by¢ wystarcza-
jacy do ustalenia, czy poprzednie zwierze moze prze-
zy€. Jezeli padnie drugie zwierze, natychmiast wstrzy-
muje sie podawanie substancji w kolejnych dawkach,
a badanie sie konczy. Wystagpienie przypadku drugie-
go padniecia (bez wzgledu na liczbe zwierzat pozosta-
tych przy zyciu w momencie zakornczenia badania) po-
woduje zaklasyfikowanie substancji do wyniku A
(2 lub wiecej padnieé), przestrzegana jest zasada kla-
syfikacji wg Schematu 2 w ustalonej dawce 5 mg/kg
(Kategoria 1 — jezeli wystgpity 2 lub wiecej przypadki
padnieé¢ lub Kategoria 2 — jezeli nie wystgpit wiecej
niz 1 przypadek padniecia). Ponadto Schemat 3 przed-
stawia wytyczne co do klasyfikacji wedtug systemu
UE obowigzujgcego do czasu wdrozenia systemu
GHS.

1.5.3. Badanie wtasciwe
1.5.3.1. Liczba zwierzat i poziomy dawek

Dziatania, ktore nalezy podjgé po badaniu wstep-
nym, podane sg w Schemacie 2. Konieczne bedzie do-
konanie wyboru jednej z trzech mozliwosci: zaprzesta-
nie badan i przypisanie substancji do odpowiedniej
klasy zagrozenia, badanie w wyzszej ustalonej dawce
lub badanie w nizszej ustalonej dawce. Jednakze w ce-
lu oszczedzenia cierpien zwierzetom dawka powodu-
jaca padniecia w badaniu wstepnym nie moze by¢ po-
wtarzana w badaniu wtasciwym (zobacz Schemat 2).
Doswiadczenie wykazuje, ze najbardziej prawdopo-
dobnym wynikiem badania substancji w dawce po-
czatkowej bedzie mozliwos$é sklasyfikowania jej i dal-
sze doswiadczenia nie beda konieczne.

Dla kazdej badanej dawki nalezy uzy¢ pieciu zwie-
rzat jednej ptfci. Wsrdd tych pieciu zwierzat powinno
znajdowac¢ sie jedno zwierze, ktéremu podawana byta
substancja w odpowiednio ustalonej dawce w trakcie
badania wstepnego, oraz cztery dodatkowe zwierzeta
(z wyjatkiem sytuacji, gdy dawka stosowana w bada-
niu gtdwnym nie byta stosowana w badaniu wstep-
nym).

Odstep czasowy pomiedzy podawaniem substan-
cji w kolejnych dawkach jest okreslony przez pojawie-
nie sie, czas trwania i nasilenie objawow toksycznosci.
Badanie zwierzat poprzez narazanie na substancje
w kolejnej dawce powinno byé wstrzymane do czasu
uzyskania pewnosci co do przezycia uprzednio nara-
zonych zwierzat. Zalecany jest okres przerwy trwajacy
3 do 4 dni pomiedzy podawaniem substancji w kolej-
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nych dawkach, aby umozliwi¢ zaobserwowanie obja-
wow opoéznionej toksycznosci. Odstep czasowy powi-
nien by¢ wtasciwie dostosowany np. w przypadku nie-
dajacych sie wyjasnic¢ reakg;ji.

Gdy pod uwage bierze sie zastosowanie najwyz-
szej ustalonej dawki 5000 mg/kg, to powinna by¢ sto-
sowana procedura podana w Kryteriach Klasyfikacji
(zobacz takze pkt 1.6.2.).

1.5.3.2. Badanie dawki granicznej

Badanie dawek granicznych wykonywane jest
w sytuacjach, gdy osoba przeprowadzajgca doswiad-
czenie posiada informacje, ze badany materiat jest
prawdopodobnie nietoksyczny, tj. gdy przejawia on
objawy toksycznosci w dawkach powyzej goérnych,
wymaganych przez prawo poziomoéw. Informacje
o toksycznosci badanego materiatu moga pochodzié¢
z badan podobnych zwigzkéw lub podobnych zaréw-
no pod wzgledem tozsamosci sktadnikow, jak i sktadu
procentowego produktow. W przypadku braku infor-
macji o toksycznosci badz tez przypuszczen, ze bada-
ny materiat jest toksyczny, nalezy przeprowadzi¢ ba-
danie wtasciwe.

Stosujac typowa procedure do badania wstepne-
go z zastosowaniem dawki poczatkowej 2000 mg/kg
(lub wyjatkowo 5000 mg/kg) i nastepnie badanie z wy-
korzystaniem czterech zwierzat narazanych na sub-
stancje w dawce na tym samym poziomie, spetnia sie
wymagania badania dawki granicznej zgodne z opisa-
ng procedura.

1.6. Obserwacje

Obserwacje nalezy prowadzi¢ dla kazdego poje-
dynczego zwierzecia, przynajmniej raz podczas pierw-
szych 30 minut po podaniu badanej substancji i okre-
sowo podczas pierwszych 24 godzin, ze zwrdceniem
szczegolnej uwagi podczas pierwszych 4 godzin. Ob-
serwacje zwierzat nalezy przeprowadzi¢ codziennie
przez 14 dni, z wyjatkiem przypadkow, gdy musza byé
one usuwane z badania i w sposéb humanitarny
usmiercane lub gdy sg martwe. Okres obserwacji nie
powinien by¢ jednak ustalony sztywno. Powinien byé
okreslony przez objawy toksyczne, czas ich rozpocze-
cia i dtugos¢ okresu powrotu do stanu normalnego
i dlatego, gdy uzna sig¢ to za konieczne, moze by¢ od-
powiednio wydtuzony. Okresy pojawiania sie i znika-
nia objawow toksycznosci sg wazne, szczegoOlnie
w przypadku istnienia tendencji do wystgpienia opoz-
nienia objawow toksycznosci (zobacz pozycja 11 pi-
smiennictwa). Wszystkie obserwacje nalezy systema-
tycznie zapisywaé, prowadzac dla kazdego zwierzecia
osobne zapisy.

Dodatkowe obserwacje beda konieczne, gdy zwie-
rzeta nadal przejawiajg objawy toksycznosci. Nalezy
obserwowaé zmiany na skorze i siersci, oczach i bto-
nach sluzowych, a takze w uktadzie oddechowym,
uktadzie krazenia, osrodkowym i autonomicznym
uktadzie nerwowym oraz w aktywnos$ci somatomoto-
rycznej i zachowaniu. Uwage nalezy zwrdcié na poja-
wienie sie drgawek, konwulsji, slinotoku, biegunki, le-

targu, snu i $pigczki. Pod uwage nalezy braé zasady
i kryteria podane w Humane Endpoints Guidance Do-
cument (zobacz pozycja 8 pismiennictwa). Zwierzeta
w agonii i wykazujgce objawy silnego cierpienia lub
bolu powinny by¢ w sposdb humanitarny usmierco-
ne. Dla zwierzat usmiercanych lub martwych nalezy
mozliwie doktadnie zanotowaé czas padniecia.

1.6.1. Masa ciata

Masy ciata poszczegdélnych osobnikéw powinny
by¢ okreslone na krotko przed rozpoczeciem podawa-
nia badanej substancji i nastepnie powinny by¢ okre-
$lone przynajmniej raz w tygodniu. Zmiany masy cia-
ta powinny byé obliczone i zapisywane. Pod koniec
badania zwierzeta, ktére przezyty, nalezy ponownie
zwazy¢ i nastepnie w sposéb humanitarny je usmier-
cié.

1.6.2. Badania patologiczne

Wszystkie zwierzeta powinny by¢ poddane bada-
niom makroskopowym podczas sekcji (takze te, ktére
padnag podczas badania lub sg usmiercane z powo-
dow humanitarnych). Nalezy zanotowaé wszystkie
zmiany patologiczne, ktore wystgpity u kazdego zwie-
rzecia. Nalezy wziag¢ pod uwage badania mikroskopo-
we narzadow wykazujgcych zmiany patologiczne
u zwierzat przezywajgcych 24 lub wiecej godzin od po-
czatku podawania badanej substancji, poniewaz moga
one dostarczy¢ uzytecznych informacji.

2. WYNIKI

Nalezy dostarczyé dane pochodzace od kazdego
zwierzecia indywidualnie. Dodatkowo wszystkie dane
powinny byé zebrane w formie tabeli przedstawiajacej
dla kazdej badanej grupy: liczbe uzytych zwierzat, licz-
be zwierzat przejawiajgcych objawy toksycznosci, licz-
be zwierzat martwych i uémierconych podczas bada-
nia, czas padniecia poszczegodlnych zwierzat, opis
i czas wystgpienia objawoéw toksycznosci i odwracal-
nosci reakcji oraz wyniki sekcji.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie powinno zawieraé nastepujace in-
formacje:

Badana substancja:

— stan skupienia, czystos$é, gdy ma to znaczenie, tak-
ze wtasciwosci fizykochemiczne (w tym izomery-
zacja),

— dane identyfikacyjne, w tym numer CAS.
Nosnik (jesli jego uzycie byto konieczne):

— uzasadnienie wyboru nosnika, jesli nie byta nim
woda.

Badane zwierzeta:

— gatunek/szczep,
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— stan mikrobiologiczny zwierzat, jesli jest znany, 2) Van den Heuvel, M.J., Dayan, A.D. and Shillaker,
R.0. (1987). Evaluation of the BTS approach to the
testing of substances and preparations for their

acute toxicity. Human Toxicol., 6, 279—291.

3) Van den Heuvel M.J., Clark, D.G., Fielder, R.J., Ko-
undakjian, P.P, Oliver, G.J.A., Pelling, D., Tomlin-
son, N.J. and Walker, A.P. (1990). The international
validation of the fixed — dose procedure as an al-
ternative to the classical LD50 test. Fd. Chem. To-
xicol., 28, 469—482.

— liczba, wiek i pteé zwierzat (w tym takze uzasadnie-
nie zastosowania samcow zamiast samic),

— zroédto pochodzenia, warunki przetrzymywania,
pasza itp.

Warunki doswiadczenia:

— szczegotowe dane dotyczace postaci (formulacji)
badanej substancji, w tym stan skupienia podane-

go materiatu, 4) Whithead and Curnow, R.N. (1992). Statistical eva-

luation of the fixed — dose procedure. Fd. Chem.

— szczegotowe dane dotyczace sposobu podawania Toxicol.. 30, 313—324

badanej substancji, w tym podawane objetosci

i czas podawania, 5) Stallard and Whitehead, A.(1995). Reducing the

numbers in the fixed — dose procedure. Human
Exptl. Toxicol., 14, 315—323.

6) Stallard, N., Whitehead, A. and Ridgeway, P.
(2000). Statistical evaluation of modifications to
the fixed — dose procedure (manuscript in prepa-
ration).

— szczego6towe dane dotyczace paszy i jakosci wody,
w tym typ i zZrédto paszy, zrédto wody,

— podstawy wyboru dawki poczatkowej.
Wyniki:

— ujete w tabeli dane dla kazdego zwierzecia i pozio-
mu dawki (tj. zwierzeta wykazujgce objawy tok-
sycznosci tacznie ze $miertelnoscia, nasilenie
i czas trwania objawodw),

7) OECD (2001). Guidance Document on Acute Oral To-
xicity Testing. Environmental Health and Safety Mo-
nograph Series on Testing and Assessment N. 24.
Paris.

— ujete w tabeli dane dotyczace masy ciata i jej

. 8) OECD (2000). Guidance Document on the Recogni-
zmian,

tion, Assessment and Use of Clinical Signs as Hu-
mane Endpoints for Experimental Animals Used
in Safety Evaluation. Environmental Health and
Safety Monograph Series on Testing and Asse-
sment N. 19.

9) OECD (1998). Harmonised Integrated Hazard Clas-
sification for Human Health and Environmental Ef-
fects of Chemical Substances as endorsed by the
28th Joint Meeting of the Chemicals Committee
and the Working Party on Chemicals in November
1998, Part 2, p. 11 [http://webnetl1.0ecd.org/oecd

pages/home/displaygeneral/0,3380,ENdocu-
ments-521-14-no-24-no-0,FF.html].

— masa ciata poszczegdlnych zwierzat w dniu poda-
wania badanej substancji i nastepnie w odstepach
tygodniowych oraz w dniu padnigcia badz usmier-
cenia,

— data i czas padniecia,

— czas pojawienia sie objawéw toksycznosci i infor-
macje, czy byty one odwracalne dla kazdego zwie-
rzecia,

— jesli sg dostepne, wyniki sekcji i wyniki badan hi-
stopatologicznych kazdego zwierzecia.

10) Lipnick, R.L., Cotruvo, J.A., Hill, R.N., Bruce, R.D.,
Stitzel, K.A., Walker, A.P., Chu, I., Goddard, M., Se-
gal, L.,Springer, J.A. and Myers, R.C. (1995). Com-
parison of the Up—and—Down, Conventional
LD50, and Fixed—Dose Acute Toxicity Procedures.
Fd. Chem. Toxicol. 33, 223—231.

11) Chan PK and A.W. Hayes (1994) Chapter 16 Acute

Dyskusja i interpretacja wynikow.
Whioski.

4. PISMIENNICTWO

1) British Toxicology Society Working Party on Toxi-
city (1984). Special report: a new approach to the

classification of substances and preparations on
the basis of their acute toxicity. Human Toxicol., 3,
85—92.

Toxicity and Eye Irritation. In: Principles and Me-
thods of Toxicology. 3 rd Edition. A.W. Hayes , Edi-
tor. Raven Press, Ltd. New York, USA.
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KRYTERIA KLASYFIKACJI

KRYTERIA KLASYFIKACJI BADANYCH SUBSTANCJI
ZE SPODZIEWANYMI WARTOSCIAMI LD;, PRZEKRA-
CZAJACYMI 2000 mg/kg BEZ POTRZEBY BADANIA

Kryteria zagrozenia Kategorii 5 sg przeznaczone dla
identyfikacji substancji o stosunkowo niskiej toksycz-
nosci ostrej, ktére w pewnych okolicznosciach moga
stanowi¢ zagrozenie dla wrazliwej populacji. Przewidu-
je sig, ze substancje te wykazujg wartosc LDy, po poda-
niu dozotagdkowym lub naskérnym w zakresie 2000 do
5000 mg/kg lub réwnowazne dawki poprzez inne drogi
narazenia. Substancje badane moga by¢ zaklasyfiko-
wane do klasy zagrozenia wedtug klasyfikacji zdefinio-
wanej przez: 2000 mg/kg<LD;,<5000 mg/kg (Kategoria
5 w GHS) w nastepujacych przypadkach:

a) jezeli skierowane do tej kategorii przez schemat
badawczy (Schemat 2) w oparciu o wystepowanie
Smiertelnosci,

b) jezeli istniejg wiarygodne dowody, ktére wykazuja
ze wartosc LD, bedzie miescita sig¢ w zakresie Ka-
tegorii 5; lub inne badania na zwierzetach lub skut-
ki toksyczne u ludzi wskazujg ostre dziatanie na
zdrowie ludzkie,

c) przez ekstrapolacje, oszacowanie lub pomiar da-
nych, jezeli przypisanie do bardziej niebezpiecznej
klasy nie jest gwarantowane i:

— dostepne sg wiarygodne informacje wskazuja-
ce na znaczace skutki toksyczne u ludzi lub

— nie obserwuje sie $Smiertelnosci podczas bada-
nia az do wartosci Kategorii 4 po podaniu dro-
ga pokarmowsg, lub

— gdy opinia ekspertow potwierdza znaczace ob-
jawy kliniczne toksycznosci, podczas badania az
do wartosci Kategorii 4, z wyjatkiem biegunki,
nastroszenia siersci lub nietypowego wygladu
zewnetrznego, lub

— gdy opinia ekspertéw potwierdza wiarygodne
informacje wskazujgce potencjat znaczacych
ostrych objawéw w innych badaniach na zwie-
rzetach.

BADANIE W DAWKACH POWYZEJ 2000 mg/kg

W wyjatkowych sytuacjach, uzasadnionych tylko
przez szczegdlne wymagania prawne, pod uwage bra-
ne moze by¢ zastosowanie najwyzszej ustalonej daw-
ki 5000 mg/kg. Dla dobra zwierzat badanie dawki
5000 mg/kg nie jest zalecane i powinno by¢ stosowa-
ne tylko wtedy, gdy istnieje duze prawdopodobien-
stwo, ze wyniki takich badan beda miaty bezposrednie
znaczenie dla ochrony zdrowia ludzi i zwierzat (zobacz
pozycja 9 piSmiennictwa).

Badanie wstepne

Zasady rzadzace procedurg etapowag podane
w Schemacie 1 sg rozszerzone do poziomu dawki
5000 mg/kg. Stad, jesli w badaniu wstepnym stosuje
sie dawke poczatkowag 5000 mg/l, to wynik A (padnie-
cie) bedzie wymagat drugiego zwierzecia do badan
w dawce 2000 mg/kg, wyniki B i C (widoczne objawy
toksycznosci lub brak objawdw toksycznosci) pozwoli
na wybdr dawki 5000 mg/kg do badania wtasciwego.
Podobnie, jesli stosuje sie inng dawke poczatkowa niz
5000 mg/kg, to wtedy badanie podazy do 5000 mg/kg
w przypadku wynikéw B lub C w 2000 mg/kg; wy-
nik A bedzie dyktowat dawke 2000 mg/kg do badania
wiasciwego, a wyniki B i C dawke 5000 mg/kg jako po-
czatkowa do badania wtasciwego.

Badania wtasciwe

Zasady rzadzace procedurg etapowag podane
w Schemacie 2 s3 rozszerzone do poziomu dawki
5000 mg/kg. Stad, jesli w badaniu wstepnym stosuje
sie dawke poczatkowa 5000 mg/kg, to wynik A (= 2
padniecia) bedzie wymagat drugiej grupy do badan
w dawce 2000 mg/kg; wynik B (toksycznos$é widoczna
i/lub < 1 padniecie) lub C (brak objawow dziatania tok-
sycznego) spowoduje brak klasyfikacji substancji we-
dtug GHS. Podobnie, jesli stosuje sie dawke poczatko-
wga inng niz 5000 mg/kg, to badanie podazy do
5000 mg/kg w przypadku wyniku C w 2000 mg/kg; na-
stepnie wynik A 5000 mg/kg spowoduje przypisanie
substancji do Kategorii 5 GHS, a wyniki B lub C spo-
wodujg brak klasyfikacji substancji.
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Zatacznik nr 4

B.1.TRIS. TOKSYCZNOSC OSTRA (PODANIE DROGA POKARMOWA) — METODA KLAS TOKSYCZNOSCI
OSTREJ

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 423 (2001).

1.1. Wstep

Metoda klas toksycznosci ostrej (zobacz pozycja 1
pismiennictwa) jest etapowag procedura, w ktorej wy-
korzystuje sie na kazdym etapie 3 zwierzeta jednej
ptci. W zaleznosci od smiertelnosci i/lub stanu agonii
zwierzgt konieczne moga by¢ srednio 2—4 etapy dla
ustalenia ostrej toksycznos$ci badanej substancji. Pro-
cedura ta jest odtwarzalna, wykorzystuje sie¢ mata
ilos¢ zwierzat. Umozliwia ona uszeregowanie substan-
cji w sposéb podobny, jak inne metody badania tok-
sycznosci ostrej. Metoda klasy toksycznosci ostrej
opiera sie na szacunkach biometrycznych (zobacz po-
zycje 2, 3, 4 i 5 piSmiennictwa) w ustalonych, odpo-
wiednio rozdzielonych dawkach tak, aby umozliwic¢ za-
szeregowanie substancji do odpowiedniej klasy i oce-
ni¢ zagrozenia. Metoda przyjeta w 1996 r. poddana zo-
stata procesom walidacji in vivo w stosunku do da-
nych wartosci LDg, uzyskanych z pismiennictwa krajo-
wego (zobacz pozycja 6 piSmiennictwa) i miedzynaro-
dowego (zobacz pozycja 7 pi$miennictwa).

Wytyczne, co do wyboru najbardziej wtasciwej
metody badawczej stuzacej temu celowi, podane sa
w Wytycznych Toksycznosci Ostrej po Podaniu Droga
Pokarmowa (zobacz pozycja 7 pismiennictwa). Doku-
ment ten zawiera takze dodatkowe informacje, doty-
czace przeprowadzenia badan i ich interpretacji Meto-
da B.1.tris.

Zasada metody jest, aby nie podawacé substancji
w dawkach, w stosunku do ktérych jest pewnosé, ze
powoduja znaczny bdl i cierpienie z powodu ich ostre-
go dziatania draznigcego lub zrgcego. Zwierzeta
w agonii lub w widoczny sposoéb cierpigce badz tez
wykazujace oznaki silnego i trwatego bélu powinny
by¢é w humanitarny sposéb usmiercone, a w interpre-
tacji wynikéw powinny zostaé traktowane tak samo
jak zwierzeta, ktére padty podczas badania. Kryteria
podjecia decyzji o uSmierceniu zwierzat w agonii lub
cierpigcych oraz wytyczne co do rozpoznawania prze-
widywanej lub nieuchronnej $mierci sg przedmiotem
osobnych Wytycznych (zobacz pozycja 9 pismiennic-
twa).

Metoda opiera sie na zastosowaniu wczesniej
ustalonych dawek oraz pozwala na uszeregowanie
i sklasyfikowanie substancji zgodnie z zasadami Swia-
towego Systemu Zharmonizowanego (GHS) w zakre-
sie klasyfikacji substancji chemicznych powodujacych
zatrucie ostre (zobacz pozycja 10 pi$miennictwa).

W zasadzie metoda ta nie ma na celu wyznaczania
doktadnych wartosci LDg,, ale pozwala na okreslenie
zdefiniowanych zakresow dawek, w ktérych spodzie-
wany jest Smiertelny skutek z uwagi na fakt, ze padnie-

cie czesci zwierzat wcigz jest podstawowym kryterium
oceny tego badania. Metoda pozwala na wyznaczenie
wartosci LDg, tylko wtedy, gdy przynajmniej dwie
dawki powodujg $miertelnosé wyzszg niz 0 % i niz-
szg niz 100 %. Zastosowanie wczesniej ustalonych da-
wek, bez wzgledu na badang substancje, z klasyfikacja
zwigzang wytacznie z liczbg zwierzat znajdujacych sie
w roznych stanach polepsza zgodnos$é wynikow uzy-
skanych w réznych laboratoriach oraz ich powtarzal-
nos¢.

Przed przystgpieniem do badania wykonujacy je
powinien wzigé¢ pod uwage wszystkie dostepne infor-
macje na temat badanej substancji. Do takich informa-
cji zalicza sie tozsamos¢ i budowe chemiczng substan-
cji, jej wtasciwosci fizykochemiczne, wyniki innych ba-
dan toksykologicznych in vitro lub in vivo, dane toksy-
kologiczne dla substancji o podobnej budowie che-
micznej oraz przewidywane zastosowanie(a) tej sub-
stancji. Takie informacje sg konieczne w celu przeko-
nania wszystkich zainteresowanych, ze badanie jest
odpowiednie dla ochrony zdrowia ludzkiego i odpo-
wiednie do wtasciwego wyboru dawki poczatkowej.

1.2. Definicje

Toksycznosé ostra po podaniu droga pokarmowa:
oznacza wszystkie szkodliwe skutki, ktére wystepuja
po podaniu substancji drogg pokarmowa w pojedyn-
czej dawce lub w wielu dawkach, podanych w czasie
24 godzin.

Zgon opodzniony: oznacza, ze zwierze nie pada lub
nie znajduje sie w stanie agonii w czasie 48 godzin od
podania badanej substancji, ale pada pdzniej w czasie
14-dniowego okresu obserwacji.

Dawka: jest iloscia badanej substancji podanej
zwierzeciu. Dawke wyraza sie jako mase badanej sub-
stancji przypadajaca na jednostke masy ciata zwierze-
cia (np. mg/kg).

GHS: Swiatowy System Zharmonizowany. Wspol-
ne przedsiewziecie OECD (zdrowie i srodowisko), Ko-
mitetu Ekspertow ONZ ds. Transportu Towarow Nie-
bezpiecznych (wtasciwosci fizykochemiczne), ILO (in-
formacja o zagrozeniach) i koordynowane przez Mie-
dzyorganizacyjny Program Zarzadzania Chemikaliami
(IOMC).

Nieuchronny zgon: oznacza spodziewany stan
agonii lub zgon po przedtuzeniu czasu obserwacji. Do
objawdéw mogacych wskazywaé na taki stan u gryzoni
zalicza sie konwulsje, potozenie boczne, pozycje leza-
ca i drgawki (bardziej szczegétowy opis mozna znalezé
w Human Endpoints Guidance Document, zobacz po-
zycja 9 piSmiennictwa).

LD;, (medialna dawka $miertelna): jest statystycz-
nie obliczong pojedynczg dawka substanciji, ktéra spo-
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woduje zgon 50 % zwierzat po podaniu drogg pokar-
mowa. Wartos¢ LD;, jest wyrazana w postaci masy
badanej substancji przypadajacej na jednostke masy
badanego zwierzecia (mg/kg).

Dawka graniczna: odnosi sie do gérnego ograni-
czenia dawki w badaniu (2000 lub 5000 mg/kg).

Stan agonii: stan umierania lub niezdolnosci do
przezycia pomimo prowadzenia postepowania leczni-
czego (bardziej szczegotowy opis mozna znalezé
w Humane Endpoints Guidance Document, zobacz po-
zycja 9 pismiennictwa).

Prognozowany zgon: wystepowanie objawow kli-
nicznych $wiadczacych o zgonie w przewidywalnym
okresie w przysztosci przed uptywem zakonczenia do-
Swiadczenia, np. niezdolnosé do picia wody lub spozy-
wania paszy (bardziej szczegdétowy opis mozna zna-
lez¢ w Humane Endpoints Guidance Document, zo-
bacz pozycja 9 piSmiennictwa).

1.3. Zasada metody badawczej

Zasada badania zaplanowanego jako etapowe
i w ktérym stosuje sie minimalna liczbe zwierzat w po-
szczegolnym etapach jest otrzymanie wystarczajgcej
informacji o toksycznosci ostrej badanej substancji,
ktéora umozliwia klasyfikacje tej substancji. Substan-
cje, w ilosci réwnej jednej z wybranych dawek, poda-
je sie droga pokarmowa grupie zwierzat doswiadczal-
nych. Substancje bada sie stopniowo, przy czym na
kazdym poziomie doswiadczenia stosuje sie 3 zwie-
rzeta tej samej ptci (zazwyczaj samice). Wystgpienie
na ktorymkolwiek etapie zwigzanym z narazeniem na
dang substancje skutku $miertelnego lub jego brak
warunkuje podjecie dalszych badanh, np.:

— nie ma potrzeby wykonywania dalszych badan,

— nalezy podac¢ te sama dawke substancji trzem do-
datkowym zwierzetom,

— nalezy podaé nastepng wyzszg lub poprzedzajaca
nizszg dawke substancji trzem dodatkowym zwie-
rzetom.

Szczegoty procedury opisane sg w Schemacie 1.
Metoda pozwala na zaklasyfikowanie badanej sub-
stancji do jednej z klas toksycznosci okreslonych przez
ustalone wartosci graniczne LD,

1.4. Opis metody badawczej

1.4.1. Wybor gatunku zwierzat

Zalecanym gatunkiem gryzoni jest szczur, chociaz
moga by¢ rowniez stosowane inne gatunki gryzoni.
W badaniach zazwyczaj uzywa si¢ samic (zobacz pozy-
cja 7 piSmiennictwa). Jest to uzasadnione opisanymi
w literaturze wynikami konwencjonalnych badanh stu-
zacych do okreslenia wartosci LD, ktore wykazuja, ze
zazwyczaj istnieje niewielka réznica we wrazliwosci
pomiedzy samcami a samicami gryzoni; a w tych przy-
padkach, w ktoérych obserwowane sg réznice, samice

sg na ogot nieco bardziej wrazliwe (zobacz pozycja 10
pismiennictwa). Jezeli wiedza o toksykologicznych lub
toksykokinetycznych wtasciwosciach strukturalnie po-
dobnych substancji wskazuje na wieksze prawdopo-
dobienstwo, ze samce moga byé bardziej wrazliwe,
woweczas do badanh powinny byé uzyte szczury tej ptci.
Gdy badanie prowadzi sie na samcach, nalezy podaé
wyrazne uzasadnienie.

Stosowane powinny byé mtode, dojrzate, zdrowe
osobniki powszechnie uzywanych ras laboratoryj-
nych. Samice powinny byé dziewicze i nieciezarne.
Kazde zwierze na poczatku doswiadczenia powinno
by¢ w wieku 8 do 12 tygodni, a jego masa powinna za-
wierac¢ sie w przedziale +20 % S$redniej masy uprzed-
nio narazanych zwierzat.

1.4.2. Warunki przetrzymywania i karmienia zwierzat

Temperatura w pomieszczeniach doswiadczalnych
powinna wynosié¢ 22+3 °C. Wilgotno$¢ wzgledna po-
winna wynosi¢ 50—60 %, przy dopuszczalnych od-
chyleniach miedzy 30 % a 70 % (wyzsza wartos¢ jedy-
nie podczas czyszczenia pomieszczen). Nalezy stoso-
wacé sztuczne oswietlenie: 12 godzin swiatta i 12 go-
dzin ciemnosci. Do karmienia zwierzat powina by¢
stosowana typowa pasza laboratoryjna, nalezy zapew-
ni¢ nieograniczony dostep do wody. Zwierzeta moga
byé pogrupowane w klatkach wg otrzymywanej daw-
ki, ale liczba zwierzat przypadajacych na klatke nie mo-
ze zaktocaé doktadnych obserwacji kazdego zwierze-
cia.

1.4.3. Przygotowanie zwierzat

Zwierzeta sa wybierane losowo, znakowane dla
umozliwienia identyfikacji kazdego osobnika i w celu
aklimatyzacji do warunkow laboratoryjnych przetrzy-
mywane w klatkach przynajmniej 5 dni przed rozpo-
czeciem podawania substancji.

1.4.4. Przygotowanie okreslonych dawek substancji
i ich podawanie

Zasadniczo substancje badane, niezaleznie od
dawki, powinny byé podawane w statej objetosci po-
przez zréznicowanie stezenia podawanego preparatu.
Gdy bada sie produkt koncowy w postaci ciektej lub
mieszaning, wowczas zastosowanie nierozcienczonej
badanej substanciji, tj. w statym stezeniu, moze by¢
bardziej odpowiednie i wymagane przez niektére
urzedy dla nastepujacej w dalszej kolejnos$ci oceny ry-
zyka tej substancji. W kazdym z tych przypadkéw nie
nalezy przekraczaé maksymalnej objeto$ci podawanej
dawki. Maksymalna objetos$é cieczy, ktéra moze byé
podana jednorazowo, zalezy od rozmiaréw zwierzecia.
U gryzoni objetos¢ ta nie powinna przekraczaé
1 ml/100 g masy ciata, jednakze w przypadku roztwo-
row wodnych mozna wzigé pod uwage objetosé
2 ml/100 g masy ciata. O ile jest to tylko mozliwe, to
w przypadku réznych postaci (formulacji) podawane-
go preparatu zaleca sie w pierwszej kolejnosci uzycie
wodnych roztwordw/zawiesin/emulsji, a w nastepnej
kolejnosci wskazane s3g roztwory/zawiesiny/emulsje
w oleju (np. oleju kukurydzianym), a w ostatecznosci
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roztwory w innych rozpuszczalnikach. Powinny byé
znane wtasnosci toksykologiczne nos$nikow innych niz
woda. Podawane roztwory musza by¢ przygotowane
na krotko przed ich podaniem, chyba ze stabilnos¢
preparatu w okresie dtuzszym od okresu, w jakim
przeprowadzono badanie, jest znana i akceptowalna.

1.5. Sposéb postepowania
1.5.1. Podawanie substancji

Badana substancja jest podawana jednorazowo
w pojedynczej dawce za pomocg sondy dozotgdkowej
lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej. W przypadku
gdy jednorazowe podanie catej dawki jest niemozliwe
moze byé ona podana w porcjach, przy czym czas po-
dania catej dawki nie moze przekroczy¢ 24 godzin.

Zwierzeta przed podaniem badanej substancji po-
winny by¢ gtodzone (np.: w przypadku szczuréw nale-
zy gtodzié je na noc przed badaniem, a w przypadku
myszy nalezy gtodzi¢ je na 3—4 godziny przed bada-
niem). Nie nalezy wstrzymywaé podawania wody. Po
okresie gtodzenia zwierzeta powinny byé zwazone,
a nastepnie nalezy podac¢ im badang substancje. Po jej
podaniu paszy nie powinno sie podawaé zwierzetom
przez 3—4 godziny w przypadku szczuréw, a 1—2 go-
dziny w przypadku myszy. Gdy badana substancja jest
podawana w kilku porcjach, moze ze wzgledu na dfu-
gosé okresu narazania okazac sig¢ konieczne dostarcze-
nie zwierzetom paszy i wody w trakcie narazania.

1.5.2. Liczba zwierzat i poziomy dawek

W kazdym etapie badania stosuje sie trzy zwierze-
ta. Dawka, ktéra ma by¢ podana jako poczatkowa, jest
wybierana z czterech ustalonych pozioméw: 5, 50, 300
i 2000 mg/kg masy ciata. Dawkg poczatkowa powinna
byé¢ ta, ktéra w sposdb najbardziej prawdopodobny
spowoduje $miertelnosé u niektérych narazanych
zwierzat. Schemat 1 przedstawia sposdb postepowa-
nia dla kazdej dawki poczatkowej. Ponadto Schemat 4
przedstawia wytyczne co do klasyfikacji wedtug syste-
mu UE obowigzujgcego do czasu wdrozenia systemu
GHS.

Gdy dostepne dane sugerujg, ze $miertelnosé
prawdopodobnie nie wystapi w najwyzszej z dawek
poczatkowych (2000 mg/kg masy ciata), wéwczas po-
winno byé wykonane badanie dla dawek granicznych.
Gdy dla badanej substancji brak jest jakichkolwiek in-
formaciji, to dla dobra zwierzat zaleca sie stosowanie
dawki 300 mg/kg masy ciata jako dawki poczatkowej.

Odstepy czasowe pomiedzy podawaniem sub-
stancji w kolejnych dawkach sg okreslone przez poja-
wienie sie, czas trwania i nasilenie objawéw toksycz-
nosci. Badanie zwierzat przez narazanie na substancje
w kolejnej dawce powinno byé wstrzymane do czasu
uzyskania pewnosci co do przezycia uprzednio nara-
zonych zwierzat.

Wyjatkowo i tylko w przypadkach uzasadnionych
wymaganiami prawnymi moze by¢ brane pod uwage
zastosowanie dawki 5000 mg/kg masy ciata (Kryteria

Klasyfikacji). Dla dobra zwierzat odradza sie badanie
w zakresie Kategorii 5 wg GHS (2000 do 5000 mg/kg).
Powinno by¢é ono brane pod uwage tylko wowczas,
gdy istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze wyniki
takiego badania beda miaty bezposrednie znaczenie
dla ochrony zdrowia ludzi i zwierzat.

1.5.3. Badanie dawki granicznej

Badanie dawek granicznych wykonywane jest
w sytuacjach, gdy osoba przeprowadzajgca doswiad-
czenie posiada informacje, ze badany materiat jest
prawdopodobnie nietoksyczny, tj. gdy przejawia on
objawy toksycznos$ci w dawkach powyzej gornych,
wymaganych przez prawo poziomoéw. Informacje
o toksycznos$ci badanego materiatu moga pochodzié¢
z badan podobnych zwigzkéw lub podobnych zaréw-
no pod wzgledem sktadu jakosciowego i iloSciowego
produktow. W przypadku braku informacji o toksycz-
nosci badz tez przypuszczen, ze badany materiat jest
toksyczny, nalezy przeprowadzié¢ badanie wtasciwe.

Badanie dawek granicznych moze by¢é wykonane
na szesciu zwierzetach (trzy zwierzeta w kazdym etapie)
przy zastosowaniu jednej dawki 2000 mg/kg masy cia-
ta. W sytuacjach wyjatkowych badanie graniczne moze
byé wykonane na trzech zwierzetach przy uzyciu sub-
stancji w dawce 5000 mg/kg (Kryteria Klasyfikacji). Je-
zeli narazenie na badang substancje spowoduje wysta-
pienie $miertelnosci, to moze okazaé sie konieczne wy-
konanie dalszego badania dla kolejnej, nizszej dawki.

1.6. Obserwacje

Obserwacje nalezy prowadzi¢ dla kazdego poje-
dynczego zwierzecia, przynajmniej raz podczas pierw-
szych 30 minut po podaniu badanej substancji i okre-
sowo podczas pierwszych 24 godzin, ze zwrdéceniem
szczegolnej uwagi podczas pierwszych 4 godzin. Ob-
serwacje zwierzat nalezy przeprowadzié¢ codziennie
przez 14 dni, z wyjatkiem przypadkdw, gdy musza byé
one usuwane z badania i w sposéb humanitarny
usmiercane lub gdy sa martwe. Okres obserwacji nie
powinien by¢ jednak ustalony sztywno. Powinien by¢
okreslony przez reakcje toksyczne, czas ich rozpocze-
cia i dtugosé okresu powrotu do stanu normalnego
i dlatego, gdy uzna sie to za konieczne, moze by¢ od-
powiednio wydtuzony. Okresy pojawiania sie i znika-
nia objawdéw toksycznosci sa wazne, szczegdlnie
w przypadku istnienia tendencji do wystgpienia opdz-
nionych objawdéw toksycznosci (zobacz pozycja 12 pi-
$miennictwa). Wszystkie obserwacje nalezy systema-
tycznie zapisywaé, prowadzac dla kazdego zwierzecia
osobne zapisy.

Dodatkowe obserwacje beda konieczne, gdy zwie-
rzeta nadal przejawiajg objawy toksycznosci. Nalezy
obserwowac zmiany na skdrze i siersci, oczach i bto-
nach s$luzowych, a takze w uktadzie oddechowym,
uktadzie krazenia, osrodkowym i autonomicznym
uktadzie nerwowym oraz w aktywnos$ci somatomoto-
rycznej i zachowaniu. Uwage nalezy zwrdcié na poja-
wienie sie drgawek, konwulsji, slinotoku, biegunki, le-
targu, snu i $pigczki. Pod uwage nalezy braé zasady
i kryteria podane w Humane Endpoints Guidance Do-
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cument (zobacz pozycja 9 pismiennictwa). Zwierzeta
w agonii i wykazujgce objawy silnego cierpienia lub
bolu powinny by¢ w sposdb humanitarny usmierco-
ne. Dla zwierzat usmiercanych lub martwych nalezy
mozliwie doktadnie zanotowaé czas padniecia.

1.6.1. Masa ciata

Masy ciata poszczegdlnych osobnikéw powinny
by¢ okreslone na krotko przed rozpoczeciem podawa-
nia badanej substancji i nastepnie powinny by¢ okre-
slone przynajmniej raz w tygodniu. Zmiany masy cia-
ta powinny byé obliczone i zapisywane. Pod koniec
badania zwierzeta, ktdre przezyty, nalezy ponownie
zwazy¢ i nastepnie w sposéb humanitarny usmiercicé.

1.6.2. Badania patologiczne

Wszystkie zwierzeta powinny byé¢ poddane bada-
niom makroskopowym podczas sekcji (takze te, ktére
padnag podczas badania lub sg usmiercane z powo-
dow humanitarnych). Nalezy zanotowaé wszystkie
zmiany patologiczne, ktdre wystapity u kazdego zwie-
rzecia. Nalezy wzigé¢ pod uwage badania mikroskopo-
we narzadow wykazujgcych zmiany patologiczne
u zwierzat przezywajacych 24 lub wiecej godzin od po-
czatku podawania badanej substancji, poniewaz moga
one dostarczyé uzytecznych informacji.

2. WYNIKI

Nalezy dostarczyé dane pochodzace od kazdego
zwierzecia indywidualnie. Dodatkowo wszystkie dane
powinny byé zebrane w formie tabeli przedstawiajacej
dla kazdej badanej grupy: liczbe uzytych zwierzat, licz-
be zwierzat przejawiajgcych objawy toksycznosci, licz-
be zwierzat martwych i uémierconych podczas bada-
nia, czas zgonu poszczegolnych zwierzat, opis i czas
wystgpienia objawdéw toksycznosci i odwracalnosci
reakcji oraz wyniki sekcji.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie powinno zawieraé nastepujace in-
formacije:
Badana substancja:

— stan skupienia, czystosé, gdy ma to znaczenie, tak-
ze wtasciwosci fizykochemiczne (w tym izomery-
zacja),

— dane identyfikacyjne, w tym numer CAS.

Nosnik (jesli jego uzycie byto konieczne):

— uzasadnienie wyboru nosnika, jesli nie byta nim
woda.

Badane zwierzeta:
— gatunek/szczep,
— stan mikrobiologiczny zwierzat, jesli jest znany,

— liczba, wiek i pte¢ zwierzat (w tym takze uzasadnie-
nie zastosowania samcow zamiast samic),

— zrédto pochodzenia, warunki przetrzymywania,
pasza itp.

Warunki doswiadczenia:

— szczeg6towe dane dotyczace postaci (formulacji)
badanej substancji, w tym stan skupienia podane-
go materiatu,

— szczego6towe dane dotyczace sposobu podawania
badanej substancji, w tym podawane objetosci
i czas podawania,

— szczego6towe dane dotyczace paszy i jakosci wody
(w tym typ i zrodto paszy, zrédto wody),

— podstawy wyboru dawki poczatkowe;.
Wyniki:

— ujete w tabeli dane dla kazdego zwierzecia i pozio-
mu dawki (tj. zwierzeta wykazujace objawy tok-
sycznosci tgcznie z Smiertelnosciag, nasilenie i czas
trwania skutkow),

— ujete w tabeli dane dotyczace masy ciata i jej
zmian,

— masa ciata poszczegdlnych zwierzat w dniu poda-
wania badanej substancji i nastepnie w odstepach
tygodniowych oraz w dniu padniecia badz usmier-
cenia,

— data i czas padniecia,

— czas pojawienia sie objawow toksycznosci i infor-
macje, czy byty one odwracalne dla kazdego zwie-
rzecia,

— jesli sg dostepne, wyniki sekcji i wyniki badan hi-
stopatologicznych kazdego zwierzecia.

Dyskusija i interpretacja wynikow.
Whioski.
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SCHEMAT 1

PROCEDURA POSTEPOWANIA W PRZYPADKU KAZ-
DEJ Z DAWEK POCZATKOWYCH

UWAGI OGOLNE

Dla kazdej dawki poczatkowej podjete powinny
byé nastepujace postepowania, wedtug niniejszego
Schematu, odpowiednio:

— Schemat 1a: dawkag poczgtkows jest 5 mg/kg ma-
sy ciafta,

— Schemat 1b: dawka poczatkows jest 50 mg/kg ma-
sy ciafta,

— Schemat 1c: dawka poczatkowa jest 300 mg/kg
masy ciata,

— Schemat 1d: dawka poczatkowa jest 2000 mg/kg
masy ciata.

W zaleznosci od liczby zwierzat usmierconych
w sposdb humanitarny lub zwierzat martwych, kolej-
ny etap postepowania wskazujg strzatki.

SCHEMAT 1A:

SPOSOB POSTEPOWANIA PRZY DAWCE POCZATKOWEJ 5 MG/KG MASY CIALtA

<S>

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzeta 3 zwierzeta 3 zwierzgta —p 3 zwierzeta
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzeta 3 zwierzeta 3 zwierzgta 3 zwierzeta
% % % o
h 4 \ 4 \ 4 A 4
Kategoria 1 Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5 -
GHS >0-5 >5-50 >50-300 >300 - 2000 >2000 - 5000
l l h 4 v
Wartosol 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 0
graniczne LDsg

mg/kg m.c.

- stosuje si¢ 3 zwierzeta dla kazdej pici na kazdy etap

-0, 1,2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie

- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)

- oo: nieklasyfikowane
- badanie w 5000 mg/kg m.c.: zobacz Kryteria Klasyfikacji
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SCHEMAT 1B:
SPOSOB POSTEPOWANIA PRZY DAWCE POCZATKOWEJ 50 MG/KG MASY CIALA
5 mg/kg D 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzeta 3 zwierzeta —» 3 zwierzeta —P 3 zwierzeta
—
2-3
é (5 D )
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzgta 3 zwierzgta 3 zwierzeta 3 zwierzeta
%% % 9
A 4 v v
Kategoria | Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5 -
GHS >0-5 >5-50 >50-300 >300 - 2000 > 2000 - 5000
3(wS0)w inne |
etapie | ¢ j 3 P 1 0
;‘r’;:‘c’;'e D 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 0

mg/kg m.c.

- stosuje si¢ 3 zwierzeta jednej plci (samice) na kazdy etap

-0, 1,2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie

- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)

- oo: nieklasyfikowane
- badanie w 5000 mg/kg m.c.: zobacz Kryteria Klasyfikacji




Dziennik Ustaw Nr 251 — 16383 — Poz. 2119
SCHEMAT 1C:
SPOSOB POSTEPOWANIA PRZY DAWCE POCZATKOWEJ 300 MIG/KG MASY CIALA
5 mg/kg Dl 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzeta 3 zwierzeta < 3 zwierzeta —» 3 zwierzeta
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzeta 3 zwierzeta 3 zwierzeta 3 zwierzgta
% Ag @ -
A 4 A 4 l
Kategoria 1 Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5
GHS >0-5 >5-50 >50-300 >300 - 2000 >2000 - 5000 @
[ [ |
I I I I
3 (W 50) wi inne 3 (w 300) inne
etay ie 1 ¢ w etapie 1 ¢ 3 1 0
“r’::l‘l‘:;;‘e D 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 1)
;ng m.c. *

- stosuje si¢ 3 zwierzeta jednej plei (samice) na kazdy etap

-0, 1,2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie

- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)

- oo: nieklasyfikowane
- badanie w 5000 mg/kg m.c.: zobacz Kryteria Klasyfikacji
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GHS

Wartosci
graniczne LDs,
mg/kgm.c.

SCHEMAT 1D:

SPOSOB POSTEPOWANIA PRZY DAWCE POCZATKOWEJ 2000 MG/KG MASY CIALA

5 mg/kg < 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzgta 3 zwierzeta 3 zwierzgta 3 zwierzeta
< < < £
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 zwierzeta 3 zwierzeta 3 zwierzgta 3 zwierzeta
% Q %9 %9 o
A 4
Kategoria 1 Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5 ©
>0-5 >5-50 >50 - 300 >300 - 2000 >2000 - 5000
[ [ [ ‘ ‘
I I | | | | |
3 (W 50) wi inne 3 (w 300) inne 3 (w 2000)22 (w 2000), inne | 0
etapie 1 ¢ w etapie | ¢ w etapie 1[w etapie 1 ¢ ¢ ¢
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000

- stosuje si¢ 3 zwierzeta jednej plci (samice) na kazdy etap
-0, 1, 2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie
- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)

- o2 nieklasyfikowane
- badanie w 5000 mg/kg m.c.: zobacz Kryteria Klasyfikacji
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KRYTERIA KLASYFIKACJI

KRYTERIA KLASYFIKACJI BADANYCH SUBSTANCJI
ZE SPODZIEWANYMI WARTOSCIAMI LD;, PRZEKRA-
CZAJACYMI 2000 mg/kg BEZ POTRZEBY BADANIA

Kryteria zagrozenia Kategorii 5 sg przeznaczo-
ne dla identyfikacji substancji o stosunkowo niskiej
toksycznosci ostrej, ale w pewnych okolicznosciach
moga one stanowi¢ zagrozenie dla wrazliwej popula-
cji. Przewiduje sie, ze substancje te maja doustne lub
skorne LDy, w zakresie 2000 do 5000 mg/kg lub row-
nowazne dawki poprzez inne drogi narazenia. Sub-
stancje badane moga byé¢ zaklasyfikowane do klasy
zagrozenia wedtug klasyfikacji zdefiniowanej przez:
2000 mg/kg<LDg,<5000 mg/kg (Kategoria 5 w GHS)
w nastepujgcych przypadkach:

a) jezeli skierowane do tej kategorii przez schemat
badawczy (Schematy 1a—1d) w oparciu o wyste-
powanie $miertelnosci,

b) jezeli istniejg wiarygodne dowody, ktére wykazuja,
ze LDy, bedzie w zakresie Kategorii 5; lub inne ba-
dania na zwierzetach lub skutki toksyczne u ludzi
wskazujg ostre dziatanie na zdrowie ludzkie,

c) przez ekstrapolacje, oszacowanie lub pomiar da-
nych, jezeli przypisanie do bardziej niebezpiecznej
klasy nie jest gwarantowane i:

— dostepne sg wiarygodne informacje wskazuja-
ce na znaczace objawy toksycznosci u ludzi lub

— nie obserwuje sie $miertelnosci podczas bada-
nia az do wartosci Kategorii 4 po podaniu dro-
ga pokarmowa, lub

— gdy opinia ekspertow potwierdza znaczace ob-
jawy kliniczne toksycznosci, podczas badania
az do wartosci Kategorii 4, z wyjatkiem biegun-
ki, nastroszenia siersci lub niedobrego wygladu
zewnetrznego, lub

— gdy opinia ekspertow potwierdza wiarygodne
informacje wskazujace potencjat znaczacych
ostrych objawéw w innych badaniach na zwie-
rzetach.

BADANIE W DAWKACH POWYZEJ 2000 mg/kg

W wyjatkowych sytuacjach, uzasadnionych tylko
przez szczeg6lne wymagania prawne, pod uwage mo-
ze by¢ brane zastosowanie najwyzszej ustalonej daw-
ki 5000 mg/kg. Dla dobra zwierzat badanie dawki
5000 mg/kg nie jest zalecane i powinno by¢ stosowa-
ne tylko gdy istnieje silne prawdopodobienstwo, ze
wyniki takich badan bedg miaty bezposrednie znacze-
nie dla ochrony zdrowia ludzi i zwierzat (zobacz pozy-
cja 10 pismiennictwa).

Gdy wymagane jest badanie dawki 5000 mg/kg,
prowadzi sie tylko jeden etap (tj. trzy zwierzeta beda
stosowane). Jezeli pierwsze zadawkowane zwierze
padnie, dalsze dawkowanie nastepuje w 2000 mg/kg
zgodnie z procedura wediug Schematu 1. Jezeli
pierwsze zwierze przezyje, to dawkowane sa dwa dal-
sze zwierzeta. Jezeli tylko jedno z trzech zwierzat pad-
nie, to LDy, prawdopodobnie przekracza 5000 mg/kg.
Jezeli zging dwa osobniki, to dawkowanie przechodzi
do poziomu 2000 mg/kg.
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METODA BADAWCZA B.1.tris: Przewodnik do klasyfikacji wedtug systemu UE na okres przejsciowy przed
petnym wdrozeniem Swiatowego Systemu Zharmonizowanego (GHS) (zobacz pozycja 8 pismiennictwa)

GHS

Warto$ci
graniczne LDs,
mg/ke m.c.

UE/subst.chem. Ciekle

pestycydy

UE state pestycydy

UN ciecze

UN stale

Szwajcaria

US EPA crk

Japonia PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

US EPA pestycydy

US CPSC

Kanada pestycydy

<>

5 mg/kg 50 mg/kg
3 zwierzeta 3 zwierzeta
5 mg/kg 50 mg/kg

3 zwierzeta

3 zwierzeta

18

R

SCHEMAT 2:

300 mg/kg
3 zwierzeta

2000 mg/kg
3 zwierzeta

EX:

300 mg/kg
3 zwierzeta

2000 mg/kg
3 zwierzeta

oo 8

A 4 A 4 A 4
Kategoria 1 Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5
>0-5 >5-50 >50-300 >300 - 2000 >2000 - 5000
‘ ‘ 3 2 1 0
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000
25 200 2000
11 | | | | | | | | |
5 500
1 | | | | | | | | |
5 50 500
11 | 1 1 1 1 | 1 1 1
5 50 200
1 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 5000
11 | | | | | | | | |
25
1 | | | | | | | | |
30 300
11 | 1 1 1 1 | 1 1 1
50 500
1 | | | | | | | | |
50 500 5000
11 | | | | | | | | |
50 5000
1 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000

- stosuje sie 3 zwierzeta jednej piei (samice) na kazdy etap
-0, 1,2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie

- oo: nieklasyfikowane

- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)
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SCHEMAT 2 (kontynuowany):

METODA BADAWCZA B.1.tris: Przewodnik do klasyfikacji wedtug systemu UE na okres przejsciowy przed
petnym wdrozeniem Swiatowego Systemu Zharmonizowanego (GHS) (zobacz pozycja 8 pismiennictwa)

GHS

Wartosci
graniczne LDs,
mg/ke m.c.

UE/subst. chem. Ciekle

pestycydy

UE stale pestycydy

UN ciecze

UN stale

Szwajcaria

US EPA crk

Japonia PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

US EPA pestycydy

US CPSC

Kanada pestycydy

5 mg/kg
3 zwierzeta

Xy

?

50 mg/kg
3 zwierzgta

00

5 mg/kg

3 zwierzeta

50 mg/kg
3 zwierzeta

2

b

300 mg/kg
3 zwierzeta

2000 mg/kg
3 zwierzeta

Ex:

300 mg/kg
3 zwierzeta

2000 mg/kg
3 zwierzeta

@

!

\ 4 h 4
Kategoria 1 Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5 @
>0-5 >5-50 >50-300 >300-2000 >2000 - 5000
3% (w 50)) inne [
¢ ¢ | 3 2 1 0
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 ©
25 200 2000 0
11 | | | | | | | | |
5 500 .
L1 | | | | | | | | |
5 50 500 o
11 | | | | | | | | |
5 50 200 .
L1 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 5000 0
11 | | | | | | | | |
25 .
11 | | | | | | | | |
30 300 o0
L1 | | | | | | | | |
50 500 .
1 | | | | | | | | |
50 500 5000 0
11 | | | | | | | | |
50 5000 0
11 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 o)

- stosuje si¢ 3 zwierzgta jednej plci (samice) na kazdy etap
- 0,1, 2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie

- oo: nieklasyfikowane
- *: w pierwszym etapie

- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)
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SCHEMAT 2 (kontynuowany):

METODA BADAWCZA B.1.tris: Przewodnik do klasyfikacji wedtug systemu UE na okres przejsciowy przed
petnym wdrozeniem Swiatowego Systemu Zharmonizowanego (GHS) (zobacz pozycja 8 pismiennictwa)

GHS

Warto$ci
graniczne LDs,
mg/ke m.c.

UE/subst.
Ciekle pestycydy

chem.

UE stale pestycydy

UN ciecze

UN state

Szwajcaria

US EPA crk

Japonia PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

US EPA pestycydy

US CPSC

Kanada pestycydy

5 mg/kg
3 zwierzeta

Xy

]

>

50 mg/kg
3 zwierzeta

300 mg/kg

3 zwierzeta

Y

2000 mg/kg
3 zwierzeta

5 mg/kg
3 zwierzeta

50 mg/kg
3 zwierzeta

EX:

300 mg/kg
3 zwierzeta

25

b

2000 mg/kg
3 zwierzeta

b

Q8

\ 4
Kategoria 1 Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5
>0-5 >5-50 >50-300 >300 - 2000 >2000 - 5000 @®
T I I
I | I I
3% (w 50) inne 3* (w300)| [ inne [ |
¢ ¢ ¢ ¢ 3 2 1 0
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o)

200 2000 0

1 | | | | | | | | |
5 500 o

11 | | | | | | | | |
5 50 500 o

11 | 1 | | | | | | |
5 50 200 o

11 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 5000 0

1 | | | | | | | | |
o0

11 | | | | | | | | |
30 300 0

11 | | | | | | | | |
50 500 .

11 | | | | | | | | |
50 500 5000 0

1 | | | | | | | | |
50 5000 0

11 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 0

- stosuje si¢ 3 zwierzgta jednej plci (samice) na kazdy etap
-0, 1, 2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie

- oo nieklasyfikowane
- *: w pierwszym etapie
- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)
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METODA BADAWCZA B.1.tris: Przewodnik do klasyfikacji wedtug systemu UE na okres przejsciowy przed
petnym wdrozeniem Swiatowego Systemu Zharmonizowanego (GHS) (zobacz pozycja 8 pismiennictwa)

GHS

Wartosci
graniczne LDs,
me/ke m.c.

UE/subst. chem. Ciekle

pestycydy

UE stale pestycydy

UN ciecze

UN stale

Szwajcaria

US EPA crk

Japonia PDSCA

Kanada/WHMIS/US OSHA

US EPA pestycydy

US CPSC

Kanada pestycydy

5 mg/kg
3 zwierzeta

Xy

]

SCHEMAT 2 (kontynuowany):

50 mg/kg
3 zwierzeta

300 mg/kg
3 zwierzgta

5 mg/kg
3 zwierzeta

50 mg/kg
3 zwierzeta

2000 mg/kg
3 zwierzeta

2

300 mg/kg
3 zwierzeta

2000 mg/kg
3 zwierzeta

by

6

Kategoria 1 Kategoria 2 Kategoria 3 Kategoria 4 Kategoria 5 ©
>0-5 >5-50 >50-300 >300-2000 >2000 - 5000
[ [ [ | |
I | [ | [ I |
3% inne 3% inne 3% 2% inne 1 0
(w 50) ¢ (w 300) ¢ (w 2000) | (w 2000) ¢ ¢ ¢
5 25 30 50 200 1000 2000 2500 5000
25 200 2000
11 | 1 | | 1 1 1 1 1
5 500
11 | | | | 1 1 1 1 1
5 50 500
1 | 1 | | | | | 1 1
5 50 200
1 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 5000
11 | 1 | | 1 1 1 1 1
25
11 | | | | 1 1 1 1 |
30 300
11 | 1 | | | | | | |
50 500
1 | 1 | | | | | | |
50 500 5000
11 1 1 | | 1 | | | |
50 5000
11 | | | | 1 1 1 1 1
50 500 1000 2000

- stosuje si¢ 3 zwierzeta jednej pici (samice) na kazdy etap
-0, 1,2, 3: liczba zwierzat w agonii lub martwych w kazdym etapie

- oo: nieklasyfikowane
- *:'w pierwszym etapie
- GHS: Swiatowy System Zharmonizowany (mg/kg m.c.)
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Zatacznik nr 5

B.4. TOKSYCZNOSC OSTRA: DZIALANIE DRAZNIACE/ZRACE NA SKORE

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 404 (2002).

1.1. Wstep

Podczas opracowywania niniejszej metody szcze-
golng uwage zwrécono na mozliwosé jej ulepszenia,
biorgc pod uwage dobro zwierzat i oszacowanie
wszystkich istniejacych informacji dotyczacych bada-
nej substancji w celu unikniecia zbednych badan na
zwierzetach laboratoryjnych. W metodzie tej przed
podjeciem badania dziatania draznigcego/zracego ba-
danej substancji na skore in vivo zaleca sie wykonanie
oceny wagi dowodow istniejgcych danych. Jezeli sg
dostepne niepetne dane, to mogg by¢ one uzupetnio-
ne przez zastosowanie badania sekwencyjnego (zo-
bacz pozycja 1 pi$miennictwa). Strategia badawcza
zawiera wykonanie zwalidowanych i akceptowanych
badan in vitro, a przedstawiona jest ona w Schemacie
zatagczonym do niniejszej metody. Ponadto zaleca sig,
jezeli to wtasciwe, sekwencyjne a nie jednoczesne sto-
sowanie trzech pdl do przeprowadzenia testow ptatko-
wych na zwierzeciu we wstepnym badaniu in vivo.

Uwzgledniajac zaréwno przestanki naukowe jak
i dobro zwierzat, nie nalezy wykonywaé badan in vivo,
przed przeprowadzeniem analizy wagi dowodow
wszystkich dostepnych danych istotnych dla identyfi-
kacji potencjalnego dziatania draznigcego/zracego
substancji na skore. Dane takie powinny zawieraé do-
wody otrzymane w badaniach wykonanych u ludzi
i na zwierzetach laboratoryjnych, dowody o dziataniu
zrgcym/draznigcym jednej lub wiecej podobnych
strukturalnie substancji lub mieszanin takich substan-
cji, dane wskazujgce na silng kwasowo$¢ lub zasado-
wosc substancji (zobacz pozycje 2 i 3 piSmiennictwa),
a takze wyniki zwalidowanych i akceptowanych badan
wykonanych w warunkach in vitro lub ex vivo (zobacz
pozycje 4, 5 i 6 piSmiennictwa). Taka analiza powinna
ograniczy¢ potrzeby wykonywania w warunkach in vi-
vo oceny dziatania draznigcego/zrgcego na skére
w przypadku substancji, dla ktérych juz zebrano wy-
starczajgce dowody z innych badan tych dwdch kie-
runkow dziatania toksycznego.

Zalecana strategia badania etapowego, obejmuja-
ca przeprowadzenie badan dziatania draznigcego/zra-
cego za pomoca zwalidowanych i akceptowanych me-
tod in vitro lub ex vivo, jest dotagczona w formie Sche-
matu stanowigcego dodatek do niniejszej metody.
Strategia ta zostata opracowana i jednomysinie zale-
cona przez uczestnikow warsztatow OECD (zobacz po-
zycja 7 piSmiennictwa) oraz przyjeta jako zalecana
strategia badawcza w Swiatowym Systemie Zharmo-
nizowanym (GHS) (zobacz pozycja 8 piSmiennictwa).
Zaleca sie, by ww. strategia badawcza byta podjeta
przed wykonaniem badania in vivo. W celu uzyskania
danych o przestankach naukowych dotyczacych dzia-
tania draznigcego/zragcego dla nowych substancji zale-

ca sie sposob badania etapowego. Dla substancji ist-
niejacych o niewystarczajacych danych dotyczacych
dziatania draznigcego/zragcego na skore strategie te
nalezy stosowaé dla uzupetnienia brakujacych da-
nych. Zastosowanie innej strategii badawczej lub spo-
sobu postepowania badz tez podjecie decyzji o niesto-
sowaniu etapowego sposobu badania musi by¢ uza-
sadnione.

Jezeli za pomoca analizy wagi dowodow nie moz-
na ustalié¢, czy dana substancja posiada wtasciwosci
draznigce lub zrace, to wowczas, zgodnie ze strategia
etapowego badania, nalezy podjgé decyzje o przepro-
wadzeniu badania in vivo (zobacz Schemat).

1.2. Definicje

Dziatanie draznigce na skore: jest to wywotanie
odwracalnego uszkodzenia skory w czasie do 4 godzin
po natozeniu badanej substanc;ji.

Dziatanie zrace na skore: jest to wywotanie nieod-
wracalnych uszkodzen skoéry; w postaci widocznej
martwicy naskoérka i skéry w czasie do 4 godzin po na-
tozeniu badanej substancji. Dziatanie zrace charakte-
ryzuje sie wrzodami, krwawieniem, krwawymi strupa-
mi i na koncu 14-dniowego okresu obserwacji odbar-
wieniem powodowanym tuszczeniem sie skoéry, catko-
witym miejscowym wytysieniem oraz bliznami. Dla
oceny watpliwych uszkodzen nalezy uwzgledni¢ bada-
nia histopatologiczne.

1.3. Zasada metody badawczej

Badang substancje nanosi sie w pojedynczej daw-
ce na skore zwierzecia doswiadczalnego; nienarazane
pola skory zwierzecia doswiadczalnego stuzg jako
kontrola. W celu uzyskania catkowitej oceny skutkow
stopien dziatania draznigcego/zracego jest odczytywa-
ny i punktowany w ustalonych odstepach czasu, a na-
stepnie opisywany. Czas trwania badania powinien
by¢ wystarczajgcy dla oceny odwracalnosci lub nieod-
wracalnosci obserwowanych skutkow.

Zwierzeta wykazujgce ciaggte oznaki ciezkiego
wstrzasu i/lub bélu na jakimkolwiek etapie badan mu-
szg by¢ w sposdb humanitarny usmiercone, a dziata-
nie substancji odpowiednio oszacowane. Kryteria
podjecia decyzji o humanitarnym u$mierceniu zwie-
rzagt w stanie agonii lub silnie cierpigcych mozna zna-
lezé w pisSmiennictwie (zobacz pozycja 9 piSmiennic-
twa).

1.4. Opis metody badawczej
1.4.1. Przygotowanie do badania in vivo

1.4.1.1. Wybdr gatunku badanego

Zalecanym gatunkiem jest krélik albinotyczny; sto-
sowac nalezy zdrowe, mtode dojrzate kroliki. W przy-
padku stosowania innych gatunkéw nalezy podac uza-
sadnienie.
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1.4.1.2. Przygotowanie zwierzat

Okoto 24 godziny przed natozeniem substancji na-
lezy usunagé siersé przez krotkie strzyzenie czesci
grzbietowej tutowia zwierzat. Nalezy zwréci¢ uwage,
by nie uszkodzi¢ skéry; w badaniu moga byé stosowa-
ne jedynie zwierzeta ze zdrowa, nienaruszong skora.

Niektore odmiany krdélikdw posiadaja pola gestej
siersci, ktére uwidaczniajg sie bardziej w niektérych
porach roku. Takich pél z gesta sierscig nie nalezy wy-
bieraé¢ jako miejsca do przeprowadzenia badania.

1.4.1.3. Warunki przebywania i karmienia zwierzgt

Zwierzeta powinny byé przetrzymywane pojedyn-
czo. Temperatura w pomieszczeniu doswiadczalnym
dla krélikéw powinna wynosi¢ 20+3 °C. Wilgotnosé
wzgledna powinna wynosi¢ 50—60 %, przy dopusz-
czalnych odchyleniach miedzy 30 % a 70 % (wyzsza
warto$é jedynie podczas czyszczenia pomieszczen).
Nalezy stosowaé sztuczne oswietlenie: 12 godzin
Swiatta i 12 godzin ciemnosci. Do karmienia zwierzat
powinna by¢ stosowana typowa pasza laboratoryjna,
nalezy zapewni¢ nieograniczony dostep do wody.

1.4.2. Sposodb postepowania

1.4.2.1. Nanoszenie badanej substancji

Badana substancja powinna byé nanoszona na
mata powierzchnie (okoto 6 cm?) skory i przykryta
ptatkiem gazy, umocowanym niedraznigcg tasma.
W przypadku gdy nie mozna nanosi¢ substancji bez-
posrednio (np. ciecz lub niektore pasty), nalezy na-
nie$é¢ badang substancje najpierw na ptatek gazy i na-
stepnie natozyé go na skére. Ptatek w czasie narazania
powinien byé w swobodnym kontakcie ze skdrg za po-
mocag odpowiedniego poétprzepuszczalnego bandaza.
Gdy badang substancje nanosi sie na ptatek, nalezy go
przenie$é na skére w taki sposéb, by zapewnié¢ dobry
kontakt ze skérg i rwnomierne rozprowadzenie sub-
stancji na skérze. Nalezy zapobiec, by zwierze nie mia-
to dostepu do ptatka i nie spozyto go lub nie wdycha-
to badanej substancji.

Ciekte substancje stosuje sie z zasady jako nieroz-
cienczone. Gdy bada sie substancje state (ktére moga
by¢é w razie potrzeby sproszkowane), nalezy je zwilzyé
najmniejszg iloscig wody (lub w razie potrzeby innym
odpowiednim nos$nikiem) wystarczajgca do zapewnie-
nia dobrego kontaktu ze skéra. O ile stosuje sie nos$nik
inny niz woda, to jego mozliwy wptyw na draznienie
skory przez badang substancje powinien by¢é minimal-
ny, a najlepiej gdyby to dziatanie nie wystapito.

Po uptywie okresu narazenia, w warunkach typo-
wych po 4 godzinach nalezy usunaé pozostatosci ba-
danej substanciji, najlepiej uzywajac wody lub odpo-
wiedniego rozpuszczalnika niezmieniajgcego istniejg-
cej reakcji lub integralnosci naskdrka.

1.4.2.2. Poziom dawkowania

Na badane miejsce naktada sie 0,5 ml cieczy
wzglednie 0,5 g substanciji statej lub pasty.

1.4.2.3. Badanie wstegpne (badanie in vivo dziatania
draznigcego/zrgcego na skdre, na jednym
zwierzeciu)

Stanowczo zaleca sie, by badanie in vivo przepro-
wadzi¢ wstepnie na jednym zwierzeciu, szczegolnie,
gdy przewiduje sie, ze substancja posiada wtasciwo-
Sci zrgce. Jest to zgodne ze strategig badania etapo-
wego (zobacz Schemat).

Jezeli na podstawie analizy wagi dowoddow oce-
niono, ze substancja dziata zragco, nie ma potrzeby
przeprowadzenia dalszych badan na zwierzetach. Dla
wiekszosci substancji podejrzanych o dziatanie zrace
dalsze badania in vivo na ogot nie sg potrzebne.
W przypadkach gdy dodatkowe dane bytyby koniecz-
ne, ze wzgledu na brak dostatecznych dowodow, moz-
na wykonaé ograniczone badania na zwierzetach, sto-
sujgc nastepujacy sposdb postepowania: nanosi sie
kolejno do trzech ptatkéw na zwierze. Pierwszy ptatek
usuwa sie po trzech minutach. Gdy nie obserwuje sie
powaznych reakcji na skorze, nanosi sie drugi ptatek
i usuwa po godzinie. Jezeli obserwacje na tym etapie
wskazujg, ze narazenie moze by¢ w sposdéb humani-
tarny przedtuzone do czterech godzin, naktada sie
trzeci ptatek i usuwa go po czterech godzinach, a na-
stepnie ocenia sie wynik badania.

Jezeli obserwuje sie dziatanie zragce po ktoryms
z tych trzech etapéw narazenia, do$wiadczenie nalezy
natychmiast zakohczyé. Jezeli nie obserwuje sie dzia-
tania zracego po usunieciu ostatniego ptatka, zwierze
obserwuje sie przez 14 dni, chyba ze dziatanie zrace
wystgpi wczesniej.

W przypadkach gdy nie przewiduje sie dziatania
zrgcego badanej substancji, lecz dziatanie draznigce,
naktada sie jeden ptatek na jedno zwierze na cztery
godziny.

1.4.2.4. Badanie potwierdzajace (badanie dziatania
draznigcego skore in vivo na dodatkowych
zwierzetach)

Gdy w badaniu wstepnym nie obserwuje sie dzia-
tania zrgcego, to dziatanie draznigce lub brak takiego
dziatania nalezy potwierdzi¢, uzywajac do dwadch do-
datkowych zwierzat, naktadajagc im po jednym ptatku
na cztery godziny. Gdy w badaniu wstepnym obser-
wowano dziatanie draznigce, badanie potwierdzajace
powinno sie przeprowadzi¢ w sposéb etapowy lub na-
raza¢ dwa dodatkowe zwierzeta rownoczes$nie. W wy-
jatkowym przypadku, gdy nie prowadzi sie badania
wstepnego, na dwa lub trzy zwierzeta naktada sie po
jednym ptatku, ktére usuwa sie po czterech godzi-
nach. Gdy uzywa sie dwodch zwierzat i oba wykazuja
takg sama reakcje, nie potrzeba dalszych badan. W in-
nym przypadku nalezy badac¢ rédwniez trzecie zwierze.
Dla oceny dwuznacznych reakcji potrzebne bedzie
uzycie dodatkowych zwierzat.

1.4.2.5. Okres obserwacji

Czas trwania obserwacji musi byé wystarczajgcy
do petnej oceny odwracalnosci obserwowanych skut-
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kéw. Doswiadczenie nalezy zakonczy¢é w momencie,
gdy zwierzeta wykazuja ciggte oznaki silnego boélu lub
ciezki stan. Dla ustalenia odwracalnosci skutkow zwie-
rzeta nalezy obserwowacé do 14 dni po usunieciu ptat-
kéw. Gdy odwracalno$é widoczna jest przed 14 dnia-
mi doswiadczenie nalezy zakonczyé w tym czasie.

1.4.2.6. Obserwacje kliniczne i stopniowanie oddziaty-
wania na skore

Wszystkie zwierzeta nalezy badaé, zwracajac uwa-
ge na oznaki rumienia oraz obrzeku, a nastepnie nale-
zy ocenié reakcje wg skali punktowej po 60 minutach,
a pozniej po 24, 48 i 72 godzinach po usunigciu ptatka.
W badaniu wstepnym na jednym zwierzeciu nalezy
sprawdzi¢ miejsce natozenia bezposrednio po usunie-
ciu ptfatka. Reakcje skdrne nalezy oceni¢ wg skali
punktowej i odnotowaé zgodnie z tabelg B.4.1. Jezeli
po 72 godzinach uszkodzenie skéry nie moze by¢ okre-
slone jako dziatanie draznigce lub zrgce, to dla ustale-
nia odwracalnosci skutkéw obserwacje nalezy prowa-
dzi¢ do 14 dnia. W uzupetnieniu obserwacji dziatania
draznigcego nalezy odnotowaé i doktadnie opisaé
wszystkie miejscowe skutki toksyczne, takie jak od-
ttuszczenie skoéry oraz jakiekolwiek szkodliwe skutki
dziatania ogodlnego (np. kliniczne objawy toksyczne
i wptyw na mase ciata). W celu wyjasnienia dwuznacz-
nych reakcji nalezy rozwazyé przeprowadzenie badan
histopatologicznych.

Ocena reakcji skory wg skali punktowej jest z ko-
niecznosci subiektywna. W celu ujednolicenia oceny
reakcji skory wg skali punktowej i wsparcia laborato-
riow przeprowadzajgcych doswiadczenia w przepro-
wadzeniu i interpretacji obserwacji, personel przepro-
wadzajacy je nalezy odpowiednio przeszkoli¢ w zakre-
sie stosownego systemu punktowania (zobacz tabela
ponizej). Dla stopniowania dziatania draznigcego na
skore lub innych uszkodzeh pomocne moga byé
wszelkie ilustrowane przewodniki (zobacz pozycja 10
pismiennictwa).

2. WYNIKI
2.1. Przedstawienie wynikow

W sprawozdaniu korncowym z badania wyniki na-
lezy zestawié¢ w formie tabel i powinny one zawieraé
wszystkie pozycje wymienione w pkt 3.1.

2.2. Ocena wynikow

Ocene dziatania draznigcego na skére nalezy oce-
nia¢ w powigzaniu z charakterem i nasileniem uszko-
dzen, ich odwracalnoscia lub brakiem odwracalnosci.
Indywidualna punktacja nie prezentuje bezwzgledne-
go standardu wtasciwosci draznigcych substancji, po-
niewaz inne skutki wywotane przez badany materiat
sg rowniez brane pod uwage. Natomiast indywidual-
na punktacja powinna by¢ rozpatrywana jako wartosé
odniesienia, ktérg nalezy ocenia¢ w potaczeniu
z wszystkimi innymi obserwacjami z tego badania.

W ocenie dziatania draznigcego nalezy braé¢ pod
uwage odwracalnosé¢ uszkodzeh skory. Jezeli takie re-

akcje jak tysienie (na ograniczonej powierzchni), nad-
mierne rogowacenie, przerosty i ztuszczenie utrzymu-
ja sie do konca 14-dniowego okresu obserwacji, to ba-
dang substancje nalezy uznaé za drazniaca.

3. SPRAWOZDANIE
3.1. Sprawozdanie z badan

Sprawozdanie z badan musi zawieraé nastepujace
informacje:

Racjonalne uzasadnienie do przeprowadzenia ba-
dania in vivo; analize istniejagcych wynikéw badan,
tagcznie z wynikami strategii dziatania etapowego:

— opis istotnych wynikéw dostepnych z wczes$niej-
szych badan,

— wyniki uzyskane na kazdym etapie wynikajace ze
strategii badania,

— opis przeprowadzonych doswiadczen in vitro,
tgcznie ze szczegdtami postepowania, wyniki uzy-
skane dla badanej substancji kontrolnej,

— analize przeprowadzenia badania in vivo.

Badana substancja:

— dane identyfikacyjne (np. numer CAS; Zrédto
otrzymania; znane zanieczyszczenia; numer serii),

— stan skupienia i wiasciwosci fizykochemiczne (np.
wartosé pH, lotnosé, rozpuszczalnosé, trwatosé),

— w przypadku mieszanin, sktad i udziat procentowy
sktadnikow.
Nosnik:

— identyfikacja, stezenie (jezeli dotyczy), stosowana
objetosé,

— uzasadnienie wyboru no$nika.
Doswiadczalne zwierzeta:

— stosowany gatunek/szczep, uzasadnienie w przy-
padku stosowania innych zwierzat niz kréliki albi-
notyczne,

— liczba zwierzat kazdej ptci,

— masa kazdego zwierzecia na poczatku do$wiadcze-
nia, po zakonczeniu doswiadczenia,

— wiek na poczatku doswiadczenia,

— zrédto pozyskania, warunki przebywania, pasza
itp.
Warunki prowadzenia doswiadczenia:

— technika przygotowania miejsca naktadania,

— szczegoty dotyczace materiatu stosowanego na
ptatki i technika naktadania,

— szczegoty przygotowania substancji do badan, na-
ktadanie i usuwanie.
Wyniki:

— zestawienie w tabelach wynikéw dziatania draz-

nigcego/zracego, indywidualnie dla kazdego zwie-
rzecia, dla wszystkich okreséw obserwacji,
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— opis wszystkich obserwowanych uszkodzen,

— stowny opis rodzaju i stopnia obserwowanego
dziatania draznigcego lub zracego, jak i wyniki ba-
dan histopatologicznych,

— opis jakichkolwiek innych skutkéw miejscowych
(np. odttuszczenie skory) i skutkdw ogdlnoustrojo-
wych towarzyszacych dziataniu draznigcemu lub
Zzrgcemu.

Dyskusja wynikéw.
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TABELA B.4.1: STOPNIOWANIE REAKCJI SKORY

Rumien i tworzenie sie strupow

Brak rumienia

Rumien bardzo staby (ledwo dostrzegalny)

Rumien dobrze zarysowany

Rumien umiarkowany do silnego

cych w stopniowaniu rumienia

Silny rumien (czerwien buraczkowa) do powstawania strupow, przeszkadzaja-

SR~ |O

Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 4

Tworzenie sie obrzeku

Brak obrzeku

Obrzek bardzo staby (ledwo dostrzegalny)

—

nie)

Obrzek staby (brzegi powierzchni dobrze zarysowane przez wyrazne wzniesie- 2

Obrzek umiarkowany (wzniesienie ok. 1 mm)

W

Obrzek silny (wzniesienie ponad 1 mm i rozszerzony poza pole narazania) 4

Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 4

W celu wyjasnienia watpliwych reakcji mozna przeprowadzi¢ badania histopatologiczne.
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SCHEMAT

Strategia etapowego badania dziatania draznigcego
i zracego na skore

ROZWAZANIA OGOLNE

Uwzgledniajgc zarowno przestanki naukowe, jak
i dobro zwierzat, wazne jest, aby unikaé¢ niepotrzebne-
go stosowania zwierzat i zmniejszac liczbe badan, kto-
re mogtyby wywotaé silne reakcje u zwierzat. Przed
badaniem in vivo nalezy oceni¢ wszystkie istotne in-
formacje o substancji dotyczace jej wtasciwosci zrg-
cych i draznigcych na skore. Byé moze istniejg juz wy-
starczajgce dowody do klasyfikacji badanej substancji
pod katem jej mozliwego dziatania zragcego i draznig-
cego na skore, bez potrzeby prowadzenia doswiad-
czeh na zwierzetach laboratoryjnych. Dlatego stoso-
wanie analizy wagi dowodow i strategii badania eta-
powego zminimalizuje potrzebe badania in vivo szcze-
golnie gdy substancja prawdopodobnie spowoduje
silng reakcje.

W celu zdecydowania, o potrzebie przeprowadze-
nia dodatkowego badania, innego niz badania skérne
in vivo, by moéc scharakteryzowaé takie mozliwosci,
zaleca sie stosowanie analizy wagi dowodéw na pod-
stawie istniejacych informacji dotyczacych dziatania
draznigcego i zracego substancji na skore. Gdy sg po-
trzebne dalsze badania, zaleca sie stosowanie strategii
etapowego badania dla uzyskania istotnych wynikéw
doswiadczalnych. Dla substancji, ktore nie byty dotad
badane, nalezy stosowac strategie etapowego bada-
nia dla uzyskania wynikdw potrzebnych do oceny sity
dziatania draznigcego/zracego na skore. Strategie ba-
dania, opisang w tym Schemacie, wypracowano na
warsztatach OECD (zobacz pozycja 1 piSmiennictwa)
oraz zatwierdzono i rozwinieto w Zharmonizowanym
Integralnym Systemie Klasyfikacji Ryzyka Skutkow
Zdrowotnych dla Ludzi i Srodowiska, zaaprobowanym
na 28 Wspolnym Posiedzeniu Komitetu Substancji
Chemicznych i Grupy Roboczej ds. Substancji Che-
micznych w listopadzie 1998 r. (zobacz pozycja 2 pi-
$miennictwa).

Mimo ze strategia etapowego badania nie stano-
wi integralnej czesci metody badawczej B.4, to wyra-
za zalecany sposoOb ustalania dziatania draznigce-
go/zragcego na skore. To podejscie przedstawia zaréw-
no najlepszag praktyke, jak i etyczny wyznacznik dla
badan dziatania draznigcego/zracego na skoére in vivo.
Metoda badawcza dostarcza wskazéwek, jak prowa-
dzié¢ doswiadczenie in vivo, i podsumowuje czynniki,
ktére powinny byé wykorzystane przed rozpoczeciem
takiego badania. Strategia dostarcza sposdéb oceny
istniejagcych danych o wtasciwosciach draznig-
cych/zracych badanej substancji na skore i zroznico-
wany sposob uzyskiwania znaczacych danych o sub-
stancjach, dla ktérych potrzebne sg dodatkowe bada-
nia lub dla ktérych nie przeprowadzono badan. Zale-
ca sie rowniez przeprowadzenie, sprawdzonymi
i przyjetymi metodami in vitro lub ex vivo, badan
dziatania draznigcego/zragcego na skére w okreslo-
nych przypadkach.

OPIS STRATEGII BADAWCZEJ | OSZACOWANIA

Przed rozpoczeciem doswiadczenia jako czesci
strategii badania etapowego (RYSUNEK) nalezy oce-
ni¢ wszystkie dostepne informacje, dla okreslenia po-
trzeby badania skory in vivo. Chociaz istotne informa-
cje mozna uzyskacé z oceny pojedynczych parametréw
(np. skrajne wartosci pH), to nalezy wzigé pod uwage
catosé istniejacych informacji. Nalezy oceni¢ na pod-
stawie analizy wagi dowodow wszystkie znaczace da-
ne o skutkach dziatania substancji lub jej analogow
i przedstawié racjonalnos$é¢ decyzji. Gtéwny nacisk na-
lezy potozyé na istniejgce dane dotyczace dziatania
substancji na ludzi i zwierzeta, a nastepnie wyniki z ba-
dan in vitro lub ex vivo. Nalezy unika¢ w miare mozli-
wosci badan dziatania zragcego substancji in vivo.
Czynniki brane pod uwage w strategii badania obej-
muja:

Ocena istniejacych danych dotyczacych dziatania
substancji na ludzi i zwierzeta (Etap 1). W pierwszej

kolejnosci nalezy braé¢ po uwage istniejace dane dla
ludzi, np. badania kliniczne lub zawodowe i sprawoz-
dania z wypadkéw i/lub dane z badan przeprowadzo-
nych na zwierzetach, np. badan toksykologicznych
przy jednokrotnym lub powtarzanym narazaniu, gdyz
dostarczajg one bezposrednich informacji o oddziaty-
waniu na skore. Nie nalezy badaé w tescie in vivo sub-
stancji o znanym dziataniu draznigcym lub zrgcym
i substancji, co, do ktdrych istniejg bezsporne dowody
o braku ich dziatania draznigcego lub zracego.

Analiza zaleznosci aktywnosci od budowy sub-
stancji (SAR) (Etap 2). Jezeli dostepne sg wyniki badan
substancji podobnych strukturalnie, to nalezy je wzigé
pod uwage. Jezeli dostepna jest dostateczna liczba
wynikéw dotyczacych substancji o podobnej budowie
lub mieszanin takich substancji wskazujacych na ich
mozliwosci dziatania draznigcego/zracego na skoére
dotyczacych dziatania na ludzi i/lub zwierzeta, to moz-
na zatozyé, ze oceniana substancja bedzie wywotywa-
ta te same reakcje. W takich przypadkach nie ma po-
trzeby badania substancji. Wyniki negatywne z badah
substancji o podobnej budowie lub mieszaniny takich
substancji nie stanowig wystarczajacych dowodow na
brak dziatania draznigcego/zrgcego substancji w stra-
tegii etapowego badania. Sprawdzone i przyjete spo-
soby z zastosowaniem analizy SAR moga by¢ stoso-
wane do identyfikacji potencjatu zaréwno dziatania
draznigcego, jak i zrgcego na skore.

Witasciwosci fizykochemiczne i reaktywnosc che-
miczna (Etap 3). Substancje wykazujace skrajne war-
tosci pH, takie jak <2,0 i =11,5, moga wykazywac silne
dziatanie miejscowe. Jezeli skrajne wartosci pH sa
podstawa do zaklasyfikowania substancji jako zracej
w stosunku do skéry, to nalezy bra¢ rowniez pod uwa-
ge jej rezerwe kwasowag/zasadowg (pojemnos$é bufo-
rowg) (zobacz pozycje 3 i 4 piSmiennictwa). Jezeli
z pojemnosci buforowej wynika, ze substancja nie po-
winna dziataé zrgco na skore, to nalezy podjgé dalsze
badania dla potwierdzenia tego, najlepiej przy uzyciu
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sprawdzonej i przyjetej metody in vitro lub ex vivo (zo-
bacz etapy: 5 i 6).

Toksycznosc skorna (Etap 4). Gdy sprawdzono, ze
substancja chemiczna wykazuje dziatanie bardzo tok-
syczne w kontakcie ze skorg, to badanie in vivo dziata-
nia draznigcego/zrgcego moze byé niewykonalne,
gdyz naktadana ilo$¢é badanej substancji moze prze-
kroczy¢ najwyzszg dawke toksyczng i wywotaé w kon-
sekwencji zgon lub silny bél u zwierzat. Poza tym, gdy
badanie toksycznosci ostrej skérnej na krolikach albi-
notycznych prowadzone byto z graniczng dawka tok-
syczng, wynoszacg 2000 mg/kg m.c. lub wiecej, i nie
obserwowano podraznienia skory lub dziatania zrace-
go, to nie ma potrzeby dodatkowego badania dziata-
nia draznigcego/zragcego na skoére. Oceniajgc wcze-
$niej przeprowadzone badanie toksycznosci ostrej po
naniesieniu na skore, nalezy mieé¢ na uwadze szereg
okolicznosci. Moga byé na przyktad podane w spra-
wozdaniu niekompletne informacje o uszkodzeniu
skory. Doswiadczenia i obserwacje mogty byé¢ prze-
prowadzone na innym gatunku zwierzat niz kroliki,
ktérego wrazliwosé na reakcje mogta sie znacznie réz-
ni¢. Moze réwniez forma badanej substancji, nanoszo-
nej na skore zwierzecia, nie byta odpowiednia dla
oszacowania dziatania draznigcego/zracego na skore
(np. rozcienczanie substancji w badaniu toksycznosci
skérnej) (zobacz pozycja 5 pisSmiennictwa). Jednak
w takich przypadkach, gdy dobrze zaplanowane i prze-
prowadzone badania toksycznosci skornej przeprowa-
dzono na krélikach, to negatywne wyniki moga by¢
przyjete jako wystarczajacy dowdd, ze substancja nie
dziata zragco lub draznigco.

Wyniki z badan in vitro i ex vivo (Etap 5 i 6). Sub-
stancje, ktore wykazaty wtasciwosci zrace lub silnie
draznigce w badaniu przeprowadzonym sprawdzong
i przyjeta metoda in vitroi ex vivo (zobacz pozycje 6i 7
pismiennictwa) przeznaczong do oszacowania tych
specyficznych skutkdow, nie muszg byé badane na
zwierzetach. Mozna przypuszczaé, ze substancje takie
beda wywotywaty podobnie silne skutki w badaniu
in vivo.

Badanie in vivo na krdlikach (Etap 7 i 8). Gdy na
podstawie wagi dowoddéw podejmuje sie decyzje
o przeprowadzeniu doswiadczenia in vivo, to nalezy
rozpocza¢ od badania wstepnego, uzywajac jednego
zwierzecia. Gdy wynik tego doswiadczenia wskazuje,
ze substancja dziata zragco na skore, to nie nalezy pro-
wadzi¢ dalszego badania. Gdy w badaniu wstepnym

nie obserwuje sie dziatania zragcego, to dziatanie draz-
nigce lub jego brak nalezy potwierdzié, uzywajgc do
dwadch dodatkowych zwierzat, narazajac je przez czte-
ry godziny. Gdy w badaniu wstepnym obserwuje sie
dziatanie drazniace, to badanie potwierdzajace prowa-
dzi sie etapowo lub narazajagc dwa dodatkowe zwie-
rzeta rownoczesnie.
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RYSUNEK B.4.1.

STRATEGIA BADANIA | OCENY DZIALANIA DRAZNIACEGO/ZRACEGO NA SKORE

Dzialanie

Istniejace dane dla ludzi i/lub zwierzat
wskazujace na dziatanie na skoére lub
btony Sluzowe

V

Brak informacji lub istniejqce informacje
nie sq rozstrzygajqce

Y

Przeprowadzi¢ oceng zalezno$ci aktyw-
nosci od budowy substancji dla dziatania
draznigcego/zracego na skore

V

Wyniki

Zraca

Draznigca

Nie dziata zraco/draznigco

Przewidywane silne uszko-
dzenie skory
Przewidywane  draznienie
skory

Nie mozna przewidywaé lub przewidywania nie

sq rozstrzygajqce lub negatywne

y

Pomiar wartosci pH (uwzgledni¢ pojem-

no$¢ buforowy)

2<pH<11,5 lub pH< 2 Iub pH>11,5 z niska

lub brakiem pojemnosci buforowe;j

Ocena wynikéw toksyczno$ci uktadowej
poprzez skére"

V

Brak takiej informacji lub informacja
jest nierozstrzygajgca

pH<2 lub >11,5 (przy wyso-
kiej pojemnosci buforowej)

Silnie toksyczna

Nie dziata zraco lub draznig-
CO na poziomie granicznej
dawki toksycznej wynosza-
cej 2000 mgkg m.c. lub
wiecej, uzywajac krolikow

Whioski

Wynik ostateczny; uznaé, ze substan-
cja dziata zraco. Nie potrzeba dalsze-
go badania.

Wynik ostateczny; uznaé, ze substan-
cja dziatla draznigco. Nie potrzeba
dalszego badania.

Wynik ostateczny; uznaé, ze substan-
cja nie dziala zragco lub nie dziata
draznigco. Nie potrzeba dalszego ba-
dania.

Uznaé, ze substancja dziata zrgco. Nie
potrzeba dalszego badania.

Uznaé, ze substancja dziata draznigco.
Nie potrzeba dalszego badania.

Przypuszczalnie substancja dziata zra-
co. Nie potrzeba dalszego badania.

Nie potrzeba dalszego badania.

Przypuszczalnie substancja nie dziata
zraco lub draznigco. Nie potrzeba dal-
szych badan.
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Przeprowadzi¢ badania dziatania zracego | Dziatanie zrace Przypuszczalnie substancja dziata zra-

na skére, sprawdzong i przyjeta metoda co in vivo. Nie potrzeba dalszych ba-
in vitro lub ex vivo dan.
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Substancja nie dziata zrgco lub brak
migdzynarodowo uznanych metod in vi-
tro/ex vivo badania dziatania zrqcego na
skore

y

Przeprowadzié¢ badania dziatania draznia- | Dzialanie drazniace Przypuszczalnie substancja  dziala

cego na skore, sprawdzong i przyjeta draznigco in vivo. Nie potrzeba dal-
metoda in vitro lub ex vivo szych badan.

v

Substancja nie dziata draznigco lub brak

miegdzynarodowo uznanych metod in vitro

lub ex vivo badania dziatania draznigce-
go na skore

y

Przeprowadzi¢ badanie wstepne in vivo na | Silne uszkodzenie skory Uznad, ze substancja dziata zraco. Nie
jednym kréliku potrzeba dalszych badan.

v

Brak silnych uszkodzen

\

Przeprowadzié badanie potwierdzajqce’ Dziatanie quce lub draZniq— UZl‘laé SubstaanQ Za qucq lub draz-

uzywajgc jednego lub dwéch dodatko- | €€ niaca. Nie potrzeba dalszych badan.
wych zwierzat

Brak dziatania zrgcego lub Uznaé, ze substancja nie dziala zragco
draznigcego lub nie dziata drazniaco. Nie potrzeba
dalszych badan.

Y Mozna wzigé pod uwage przed krokiem 2 i 3.



Dziennik Ustaw Nr 251

— 16398 —

Poz. 2119

Zatacznik nr 6

B.5. TOKSYCZNOSC OSTRA: DZIALANIE DRAZNIACE/ZRACE NA OKO

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 405 (2002).

1.1. Wstep

Podczas opracowywania niniejszej metody szcze-
golng uwage zwrdécono na mozliwosé jej ulepszenia,
biorgc pod uwage dobro zwierzat i oszacowanie
wszystkich istniejgcych informacji dotyczacych bada-
nej substancji w celu unikniecia zbednych badan na
zwierzetach laboratoryjnych. W metodzie tej zaleca sie
przed podjeciem badania in vivo dziatania draznigce-
go/zragcego badanej substancji na oczy wykonanie
oceny wagi dowodow istniejgcych danych (zobacz po-
zycja 1 piSmiennictwa). Jezeli sg dostepne niepetne
dane, to moga by¢ one uzupetnione przez zastosowa-
nie badania sekwencyjnego (zobacz pozycje 2 i 3 pi-
$miennictwa). Strategia badawcza zawiera wykonanie
zwalidowanych i akceptowanych badan in vitro,
a przedstawiona jest ona w Schemacie zatgczonym do
niniejszej metody. Ponadto, w celu przewidzenia dzia-
tania zracego na oczy, przed podjeciem badania in vi-
vo na oku zaleca sie wzigé pod uwage wyniki badan
in vivo toksycznos$ci ostrej skérnej, dziatania draznig-
cego/zracego na skore.

Uwzgledniajgc zaréwno przestanki naukowe, jak
i dobro zwierzat nie nalezy wykonywacé badan in vivo,
az do momentu oceny, w wyniku analizy wagi dowo-
dow, wszystkich dostepnych, istotnych danych doty-
czacych potencjatu dziatania draznigcego/zracego
substancji na oczy. Dane takie powinny zawiera¢ do-
wody pochodzace z istniejagcych badan u ludzi i/lub
przeprowadzonych na zwierzetach laboratoryjnych,
dowody na dziatanie draznigce/zragce jednej lub kilku
substancji o podobnej strukturze lub mieszanin takich
substancji, informacje o silnie kwasnym lub zasado-
wym odczynie tej substancji (zobacz pozycje 4 i 5 pi-
$miennictwa) i wyniki zwalidowanych i akceptowa-
nych badan in vitro lub ex vivo dziatania draznigcego
lub zrgcego na skore (zobacz pozycje 6 i 7 piSmiennic-
twa). Analiza ta powinna ograniczyé potrzebe badania
dziatania draznigcego/zracego substancji w tescie
in vivo, dla ktérych istniejg juz wystarczajagce dowody
z innych badan dla tych dwéch typéw uszkodzenh. Ba-
dania te powinny byé prowadzone przed, lub jako wy-
nik, analizy wagi dowoddw.

Dla pewnych substancji taka analiza moze wskazy-
waé na potrzebe przeprowadzenia badan in vivo po-
tencjatu dziatania draznigcego/zragcego substancji na
oczy. We wszystkich takich przypadkach przed podje-
ciem decyzji o przeprowadzeniu takiego badania pre-
ferowane jest wykonanie badania dziatania draznigce-
go/zrgcego na skore (in vivo) oraz ocena wynikéw ba-
dania zgodnie z metoda badawczg B.4 (zobacz pozycja
8 pismiennictwa). Zastosowanie analizy wagi dowo-
dow i strategii badania etapowego powinno zmniej-

szy¢ potrzebe przeprowadzania badania dziatania
draznigcego/zragcego na oczy (in vivo) dla substancji,
dla ktoérej istnieja juz wystarczajace dowody z innych
badan, ze posiada takie wtasciwosci. W przypadku
gdy nie mozna okresli¢ potencjatu dziatania draznigce-
go lub zragcego na oczy za pomoca strategii badania
etapowego, pomimo przeprowadzonego badania
dziatania zrgcego i draznigcego na skoére (in vivo),
mozna przeprowadzi¢ badanie dziatania draznigce-
go/zrgcego na oczy (in vivo).

Zalecana strategia badania etapowego, obejmujg-
ca przeprowadzenie badan dziatania zrgcego/draznie-
nia za pomoca zwalidowanych i akceptowanych me-
tod in vitro lub ex vivo jest dotgczona w formie Sche-
matu stanowigcego dodatek do niniejszej metody.
Strategia ta zostata opracowana i jednomysinie zale-
cona przez uczestnikow warsztatéw OECD (zobacz po-
zycja 9 piSmiennictwa) oraz przyjeta jako zalecana
strategia badawcza w Swiatowym Systemie Zharmo-
nizowanym (GHS) (zobacz pozycja 10 piSmiennictwa).
Zaleca sie, by ww. strategia badawcza byta podjeta
przed wykonaniem badania in vivo. W celu uzyskania
danych o przestankach naukowych dotyczacych dzia-
tania draznigcego/zrgcego substancji dla nowych sub-
stancji zaleca sie sposob badania etapowego. Dla sub-
stancji istniejgcych o niewystarczajgcych danych doty-
czacych dziatania draznigcego/zracego na skore stra-
tegie te nalezy stosowacd dla uzupetnienia brakujacych
danych. Zastosowanie innej strategii badawczej lub
sposobu postepowania badz tez podjecie decyzji
0 niestosowaniu etapowego sposobu badania musi
by¢ uzasadnione.

1.2. Definicje

Dziatanie draznigce na oczy: jest to wywotywanie
zmian w oku po podaniu badanej substancji na przed-
nig powierzchnie oka, ktére sa w petni odwracalne
w ciggu 21 dni od podania.

Dziatanie zrace na oczy: jest to wywotywanie
uszkodzenia tkanek oka lub powaznej fizycznej utraty
zdolnosci widzenia, po podaniu badanej substancji na
przednig powierzchnie oka, ktére nie sg w petni od-
wracalne w ciggu 21 dni od podania.

1.3. Zasada metody badawczej

Badang substancje wprowadza sie w pojedynczej
dawce do jednego oka zwierzecia doswiadczalnego;
drugie oko stuzy jako kontrolne. Stopien dziatania
draznigcego/zracego na oczy jest oceniany w skali
punktowej na podstawie uszkodzen rogowki, teczowki
i spojowki w ustalonych odstepach czasu. Dla uzyska-
nia catkowitej oceny skutkdéw nalezy réwniez opisaé
inne skutki w oku i negatywne skutki ogolnoustrojo-
we. Czas trwania badania powinien by¢ wystarczajacy
dla oceny odwracalnosci lub nieodwracalnosci obser-
wowanych skutkéw.
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Zwierzeta wykazujgce ciggte oznaki ciezkiego
wstrzasu i/lub bolu na jakimkolwiek etapie badan mu-
szg by¢é w sposéb humanitarny usmiercone, a dziata-
nie substancji odpowiednio oszacowane. Kryteria stu-
zagce do podjecia decyzji o humanitarnym zabiciu
zwierzat umierajgcych lub silnie cierpigcych mozna
odnalezé w pozycji pismiennictwa 11.

1.4. Opis metody badawczej
1.4.1. Przygotowanie do badania in vivo
1.4.1.1. Wybor gatunku zwierzat

Zalecanym gatunkiem jest krélik albinotyczny; sto-
sowacé nalezy zdrowe, mtode dojrzate kroliki. W przy-
padku stosowania innych gatunkéw nalezy podac uza-
sadnienie.

1.4.1.2. Przygotowanie zwierzgt

Oczy kazdego zwierzecia wybranego wstepnie do
badania nalezy sprawdzi¢ 24 godziny przed rozpocze-
ciem doswiadczenia. Nie nalezy uzywaé zwierzat,
u ktérych stwierdza sie objawy podraznienia oczu, wa-
dy oczu lub istniejgce wczesniej uszkodzenie rogoéwki.

1.4.1.3. Warunki przetrzymywania i karmienia zwie-rzgt

Zwierzeta powinny byé przetrzymywane pojedyn-
czo. Temperatura w pomieszczeniu doswiadczalnym
dla krolikéw powinna wynosi¢ 20+3 °C. Wilgotnosé
wzgledna powinna wynosi¢ 50—60 %, przy dopusz-
czalnych odchyleniach miedzy 30 % a 70 % (wyzsza
wartos$¢ jedynie podczas czyszczenia pomieszczen).
Nalezy stosowaé sztuczne oswietlenie: 12 godzin
$wiatta i 12 godzin ciemnosci. Do karmienia zwierzat
powinna byé¢ stosowana typowa pasza laboratoryjna,
nalezy zapewnic¢ nieograniczony dostep do wody.

1.4.2. Sposdb postepowania
1.4.2.1. Podawanie badanej substancji

Badang substancje nalezy umiesci¢ w worku spo-
jowkowym jednego oka kazdego zwierzecia po tagod-
nym odsunieciu dolnej powieki od gatki ocznej. Na-
stepnie powieki nalezy tagodnie przytrzymac¢ razem
przez okoto jedna sekunde, by zapobiec stratom mate-
riatu. Drugie oko, ktére pozostaje nienarazone, stuzy
jako kontrolne.

1.4.2.2. Przeptukiwanie

Oczu zwierzat doswiadczalnych nie nalezy przemy-
waé przez 24 godziny po wprowadzeniu badanej
substancji, z wyjatkiem substancji statych (patrz
pkt 1.4.2.3.2) i w przypadku bezposredniego dziatania
zracego lub draznigcego. Po 24 godzinach mozna sto-
sowaé przemycie, jesli jest to potrzebne.

Nie zaleca sie stosowania dodatkowej grupy zwie-
rzat celem zbadania wptywu przemywania, dopoki nie
jest to naukowo umotywowane. Gdy potrzebna jest

dodatkowa grupa, nalezy uzy¢ dwadch krélikéw. Nale-
zy starannie udokumentowaé warunki przemywania,
np. moment przemywania, sktad i temperatura cieczy
do przemywania, czas trwania przemywania, objetos¢
stosowanej cieczy i szybkos¢ przemywania.

1.4.2.3. Poziom dawkowania
1.4.2.3.1. Badanie cieczy

W przypadku badania cieczy stosuje sie ja w ilosci
0,1 ml. Badanej substancji nie nalezy bezposrednio
wprowadzaé do oka za pomoca pulweryzatora. Nalezy
ja najpierw przenie$é¢ do naczynia, a nastepnie wkro-
pli¢ do oka w ilosci 0,1 ml.

1.4.2.3.2. Badanie substancji statych

W badaniu substancji w stanie statym, past i sub-
stancji sypkich stosowana ilo§¢ powinna mie¢ obje-
to$¢ 0,1 ml lub mase nie wigksza niz 100 mg. Substan-
cje nalezy rozetrze¢ na drobny pyt. Objetos¢ substan-
cji statej nalezy mierzy¢ po delikatnym jej zageszcze-
niu, np. przez stukanie pojemnikiem. O ile badana
substancja w postaci statej nie zostanie wydalona
z oka zwierzecia za pomocg odruchu fizjologicznego
do pierwszego punktu odczytu, tj. jednej godziny po
podaniu, oko nalezy przeptukaé fizjologicznym roz-
tworem soli lub woda destylowana.

1.4.2.3.3. Badanie aerozoli

Zaleca sie, aby substancje z pojemnikéw zaopa-
trzonych w pulweryzatory oraz z aerozoli zebraé przed
wprowadzeniem do oka. Jedyny wyjatek stanowiag
substancje znajdujace sie w ci$nieniowych pojemni-
kach aerozolowych, ktére nie moga byc¢ zbierane ze
wzgledu na odparowanie. W takich przypadkach oko
nalezy trzymacé otwarte i badang substancje wprowa-
dzié na przednig cze$é oka z odlegtosci 10 cm poje-
dynczym strzyknieciem trwajagcym okoto jednej se-
kundy. Odlegtos¢ ta moze ulec zmianie w zaleznosci
od cisnienia w pojemniku i jego zawartosci. Nalezy
zwracacé uwage, by nie uszkodzi¢ oka ptynem z rozpy-
lacza. W stosownych przypadkach moze zaj$é ko-
niecznos$¢ oceny mozliwosci ,mechanicznego” uszko-
dzenia oka spowodowanego silnym dziataniem stru-
mienia.

Dawke aerozolu mozna ustali¢, symulujgc do-
Swiadczenie w nastepujacy sposob: substancje rozpy-
la sie na zwazony papier wielkosci oka krolika. Przy-
rost masy papieru odpowiada w przyblizeniu ilosci,
ktéra zostata wprowadzona do oka. Dla substancji lot-
nych dawke mozna ustali¢ na podstawie masy pojem-
nika przed i po uzyciu.

1.4.2.4. Badanie wstepne (badanie dziatania draznig-
cego/zracego na oczy in vivo na jednym zwie-
rzeciu)

Jak przedstawiono w strategii badania sekwencyj-
nego (zobacz Schemat 1) stanowczo zaleca sig, by ba-
danie in vivo przeprowadzi¢ wstepnie na jednym
zwierzeciu.
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O ile wyniki tego badania po zastosowaniu opisa-
nej procedury wskazujg, ze substancja dziata zraco lub
silnie draznigco na oczy, to nie nalezy przeprowadzac¢
dalszych badan dotyczacych dziatania draznigcego na
oczy.

1.4.2.5. Miejscowe znieczulenie

Miejscowe znieczulenie nalezy stosowaé¢ w okre-
slonych przypadkach. Jezeli analiza wagi dowodéw
wskazuje, ze substancja moze wywotaé bdl, lub
wstepne badanie pokazuje, ze nastepuje reakcja bdlo-
wa, to nalezy przed wprowadzeniem badanej sub-
stancji zastosowaé miejscowe znieczulenie. Nalezy
starannie dobra¢ rodzaj, stezenie i dawke substancji
znieczulajacej tak, aby zapewnié, ze jej zastosowanie
nie wywota znaczacych réznic w reakcji badanej sub-
stancji. W ten sam sposéb nalezy znieczuli¢ oko kon-
trolne.

1.4.2.6. Badanie potwierdzajgce (badanie dziatania
draznigcego na oczy in vivo na dodatkowych
zwierzetach)

Gdy w badaniu wstepnym nie obserwuje sie dzia-
tania zrgcego, to dziatanie draznigce lub brak takiego
dziatania nalezy potwierdzié, uzywajac w dalszych ba-
daniach do dwdéch dodatkowych zwierzat. Gdy w ba-
daniu wstepnym obserwowano silne dziatanie draz-
nigce, wskazujace na mozliwy silny (nieodwracalny)
skutek w badaniu potwierdzajagcym, zaleca sig, by ba-
danie potwierdzajgce prowadzi¢ w sposob etapowy,
kazdorazowo raczej na jednym zwierzeciu, niz narazaé
dwa dodatkowe zwierzeta réwnoczesnie. W przypad-
ku gdy u drugiego zwierzecia wystepuja skutki dziata-
nia zracego lub silnie draznigcego, to doswiadczenia
nie nalezy kontynuowaé. W celu potwierdzenia sta-
bych lub umiarkowanych objawéw dziatania draznig-
cego potrzebne beda dodatkowe zwierzeta.

1.4.2.7. Okres obserwacji

Czas trwania obserwacji musi byé wystarczajgcy
do petnej oceny wielkosci i odwracalnos$ci obserwo-
wanych skutkdw. Doswiadczenie nalezy zakonczyé
w kazdym momencie, gdy zwierzeta wykazujg oznaki
silnego bolu lub ciezki stan 9). Dla ustalenia odwracal-
nosci skutkdw zwierzeta nalezy obserwowac do 21 dni
od podania substancji. Gdy odwracalno$é¢ widoczna
jest przed uptywem 21 dnia, do$wiadczenie nalezy za-
konczyé w tym czasie.

1.4.2.7.1. Obserwacje kliniczne i stopniowanie oddzia-
tywania na oko

Oczy powinny zosta¢ zbadane po uptywie 1, 24,
48 i 72 godzin po podaniu substancji. Zaraz po uzy-
skaniu rozstrzygajacej informacji uczestnictwo zwie-
rzat w badaniu powinno trwaé nie dtuzej niz jest to
konieczne. Zwierzeta objawiajgce ciagty silny bdl lub
ciezki stan powinny byé¢ bezzwtocznie w sposdb hu-
manitarny usmiercone, a substancja odpowiednio
oceniona. Zwierzeta nalezy w sposdb humanitarny
usmiercié, jezeli po wprowadzeniu badanej substan-
cji do oka wystgpig nastepujace rodzaje jego uszko-

dzenia: perforacja rogowki lub znaczgce owrzodzenie
rogoéwki tagcznie z garbiakiem rogoéwki, krew w przed-
niej komorze oka, 4 stopien nieprzezroczystosci ro-
gowki utrzymujacej sie przez 48 godzin, brak reakcji
na Swiatto (2 stopien reakcji teczowki), utrzymujace
sie przez 72 godziny, owrzodzenie bton spojowko-
wych, martwica bton spojéwkowych lub mruznych
lub linienie. Tego typu uszkodzenia sg zazwyczaj nie-
odwracalne.

Zwierzeta niewykazujgce uszkodzen oka nalezy za-
bija¢ nie wczesniej niz przed uptywem 3 dni po wpro-
wadzeniu substancji. Zwierzeta wykazujagce tagodne
lub umiarkowane uszkodzenia nalezy obserwowac,
dopdéki zmiany sie nie ustabilizujg lub przez 21 dni,
a po tym czasie zakonczy¢ doswiadczenie. Obserwacje
nalezy przeprowadzac¢ w 7, 14 i 21 dniu celem ustale-
nia stanu uszkodzen i ich odwracalnosci lub braku od-
wracalnosci.

Stopnie uszkodzenia oka (rogdéwki, teczéwki i spo-
jowki) nalezy zapisywaé podczas kazdego badania (Ta-
bela B.5.1). Nalezy rowniez zapisywaé¢ wszystkie inne
uszkodzenia oka (np. tuszczka, zabarwienie) lub szko-
dliwe skutki ogolnoustrojowe.

Badanie reakcji mozna utatwi¢, uzywajac lupy bin-
okularowej, recznej lampy szczelinowej, biomikrosko-
pu lub innych odpowiednich przyrzagddw. Po zapisaniu
obserwacji po 24 godzinach oczy mozna dalej bada¢
przy pomocy fluoresceiny.

Ocena reakcji oczu wg skali punktowej jest z ko-
niecznosci subiektywna. W celu ujednolicenia oceny
reakcji oczu wg skali punktowej i wsparcia laborato-
riow przeprowadzajgcych doswiadczenia w przepro-
wadzeniu i interpretacji obserwacji, personel je prze-
prowadzajacy nalezy odpowiednio przeszkoli¢ w za-
kresie odpowiedniego systemu punktowania.

2. WYNIKI
2.1. Ocena wynikéow

Punktowa oceneg dziatania draznigcego na oczy na-
lezy oceniaé w powigzaniu z charakterem i nasileniem
uszkodzen, ich odwracalnosciag lub brakiem odwracal-
nosci. Indywidualna punktacja nie prezentuje bez-
wzglednego standardu wtasciwosci draznigcych sub-
stancji. Nalezy réwniez ocenié¢ inne skutki wywotane
przez badany materiat. Natomiast indywidualng punk-
tacje nalezy uwazacé jako wartos¢ odniesienia i ma ona
tylko wtedy znaczenie, gdy jest poparta petnym opi-
sem i oceng wszystkich obserwac;ji.

3. SPRAWOZDANIE
3.1. Sprawozdanie z badan

Sprawozdanie z badan musi zawieraé nastepujace
informacje:

Racjonalne uzasadnienie do przeprowadzenia ba-
dania in vivo; analize istniejagcych wynikoéw badan,
tacznie z wynikami strategii dziatania etapowego:
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— opis istotnych wynikéw dostepnych z wczes$niej-
szych badan,

— wyniki uzyskane na kazdym etapie wynikajgce ze
strategii badania,

— opis przeprowadzonych doswiadczen in vitro,
tacznie z szczegdtami postepowania, wyniki uzy-
skane dla badanej substancji/referencyjnej,

— opis przeprowadzonego badania dziatania draz-
nigcego/zragcego na skore tacznie z otrzymanymi
wynikami,

— analiza wagi dowodéw dla przeprowadzonego do-
Swiadczenia in vivo.

Badana substancja:

— dane identyfikacyjne (np. numer CAS; zrédto
otrzymania; znane zanieczyszczenia; numer serii),

— stan skupienia i wtasciwosci fizykochemiczne
(np. warto$é pH, lotnos$é, rozpuszczalnosé, trwa-
tosé),

— w przypadku mieszanin sktad i udziat procentowy
sktadnikow,

— jezeli stosowano miejscowe znieczulenie, tozsa-
mos$¢ $rodka, zanieczyszczenia, typ, dawka i po-
tencjalne wspétdziatanie z badang substancja.

Nosnik:

— identyfikacja, stezenie (o ile dotyczy), stosowana
objetos¢,

— uzasadnienie wyboru nosnika.

Zwierzeta doswiadczalne:

— stosowany gatunek/szczep, uzasadnienie w przy-
padku stosowania innych zwierzat niz kroliki albi-
notyczne,

— wiek kazdego zwierzecia na poczatku doswiadcze-
nia,

— liczba zwierzat kazdej ptci w grupach narazanych
i kontrolnych (o ile potrzebne),

— masa kazdego zwierzecia na poczatku i po zakon-
czeniu doswiadczenia,

— zrddto pozyskania zwierzat, warunki przebywania,
pasza itp.

Wyniki:

— opis metody stosowanej do oceny dziatania draz-
nigcego w kazdym czasie obserwacji (np. uzycie
recznej lampy szczelinowej, biomikroskopu, flu-
oresceiny),

— zestawienie w tabelach wynikéw dziatania draz-
nigcego/zracego dla kazdego zwierzecia z kazdego
czasu obserwacji, az do usuniecia zwierzecia z do-
Swiadczenia,

— stowny opis rodzaju i stopnia obserwowanego
dziatania draznigcego lub zracego,

— opis jakichkolwiek innych uszkodzen obserwowa-
nych w oku (np. unaczynienie, tworzenie sie
tuszczki, zrosty, zabarwienia),

— opis miejscowych i uktadowych skutkéow szkodli-
wych innych niz zwigzane z okiem i zmian histopa-
tologicznych, o ile wystagpity.

Dyskusja wynikow.
3.2. Interpretacja wynikéw

Ekstrapolacja wynikdw z badania dziatania draz-
nigcego na oczy u zwierzat laboratoryjnych na czto-
wieka jest mozliwa tylko w ograniczonym stopniu.
W wielu przypadkach krolik albinotyczny jest bardziej
wrazliwy na dziatanie draznigce/zrace na oczy od czto-
wieka.

Podczas interpretacji wynikow nalezy zwrdcié
uwage, by wykluczyé wyniki dziatania draznigcego
spowodowanego wtdrng infekcja.
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TABELA B.5.1: STOPNIOWANIE USZKODZENIA OKA
Rogowka

Zmetnienie: stopien gestosci (odczytuje sie na obszarze najwiekszego nasilenia)™

Brak owrzodzenia i zmgtnienia 0
Rozproszone lub rozsiane pola zmetnienia (inne niz nieznaczne zmatowienie normalnego
blasku), szczegdly teczowki wyraznie widoczne

Latwo dostrzegalne, przeswiecajace pola zmgtnienia, szczegdly teczoéwki nieznacznie

zaciemnione 2
Zmetnione pola, szczegdly teczoéwki niewidoczne, zarysy zrenicy ledwo dostrzegalne 3
Metna rogowka, teczowka niedostrzegalna przez zmetnienie 4
Maksymalna mozliwa liczba punktow: 4
* Nalezy zapisaé¢ wielko$é pola zmetnienia rogéwki.
Teczéwka
Normalna 0

Wyraznie poglebione faldy, przekrwienie, obrzgk, umiarkowane przekrwienie okotoro-
gdéwkowe lub nastrzyknigcia, tgczowka reaguje na swiatlo (powolng reakcj¢ nalezy uznaé¢ | 1
jako skutek dzialania)
Wylewy krwawe, silna destrukcja lub brak reakcji na $wiatlo 2

Maksymalna mozliwa liczba punktow: 2

Spojowka

Zaczerwienienie (odnosi si¢ do spojowki gatki ocznej i powiekowej, wylaczajac rogowke | 0
i teczéwke) normalne

Czg$¢ naczyn krwionosnych przekrwiona (nastrzyknieta) 1
Rozlane zaczerwienienie o barwie purpurowej, pojedyncze naczynia trudno dostrzegalne | 2
Rozlane zaczerwienienie o barwie silnie czerwonej 3

Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 3
Obrzek spojoéwki

Obrzek (odnosi sie do powieki i/lub bton mruznych)

Normalna

Jakikolwiek obrzek powyzej normalnego

Wyrazny obrzek z czesciowym wywinieciem powiek
Obrzek z potowiczym przymknieciem powiek
Obrzek z powiekami przymknietymi ponad potowe

BRI |—= O

Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 4
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SCHEMAT

Strategia etapowego badania dziatania draznigcego
i Zracego na oczy

ROZWAZANIA OGOLNE

Uwzgledniajgc zarowno przestanki naukowe, jak
i dobro zwierzat, wazne jest, by unika¢ niepotrzebne-
go stosowania zwierzat i zmniejszac liczbe badan, kté-
re mogtyby wywotaé silne reakcje u zwierzat. Przed
badaniem in vivo nalezy oceni¢ wszystkie istotne in-
formacje o substancji dotyczace jej wtasciwosci zrg-
cych i draznigcych na oczy. By¢é moze istniejg juz wy-
starczajgce dowody do klasyfikacji badanej substancji
pod katem jej mozliwego dziatania draznigcego i zrg-
cego na oczy, bez potrzeby prowadzenia do$wiadczen
na zwierzetach laboratoryjnych. Dlatego stosowanie
analizy wagi dowoddw i strategii badania etapowego
zminimalizuje potrzebe badania in vivo, szczegdlnie
gdy substancja prawdopodobnie spowoduje silng re-
akcje.

W celu zdecydowania o potrzebie przeprowadze-
nia dodatkowego badania innego niz badania oczu in
vivo, by méc scharakteryzowaé takie dziatania, zaleca
sie stosowanie analizy wagi dowodoéw na podstawie
istniejgcych informacji dotyczacych dziatania draznig-
cego i zrgcego substancji na oczy. Gdy sg potrzebne
dalsze badania, zaleca sie stosowanie strategii bada-
nia etapowego dla uzyskania istotnych wynikéw do-
$wiadczalnych. Dla substancji, ktore nie byty dotad
badane, nalezy stosowac strategie etapowego bada-
nia dla uzyskania zestawu wynikéw potrzebnych do
oceny sity dziatania draznigcego/zrgcego na oko. Stra-
tegie badania opisang w niniejszym Schemacie wy-
pracowano na warsztatach OECD (zobacz pozycja 1 pi-
$miennictwa). Byta ona pdzniej zatwierdzona i rozwi-
nieta w Zharmonizowanym Integralnym Systemie
Klasyfikacji Ryzyka Skutkéw Zdrowotnych dla ludzi
i dla srodowiska wywotanego przez substancje che-
miczne, zaaprobowanego na 28 Wspolnym Posiedze-
niu Komitetu Substancji Chemicznych i Grupy Robo-
czej d/s Substancji Chemicznych w listopadzie 1998 r.
(zobacz pozycja 2 pismiennictwa).

Mimo ze strategia badania etapowego nie stanowi
integralnej czesci metody badawczej B.5, to wyraza
zalecany sposob ustalania dziatania draznigcego/zra-
cego na oczy. To podejscie przedstawia zaréwno naj-
lepsza praktyke, jak i etyczny wyznacznik dla badan
dziatania draznigcego/zracego na oczy in vivo. Metoda
badawcza dostarcza wskazéwek, jak prowadzié do-
$wiadczenie in vivo i podsumowuje czynniki, ktére po-
winny byé wykorzystane przed rozpoczeciem takiego
badania. Strategia badania etapowego dostarcza na
podstawie wagi dowoddéw sposdb na ocene istniejg-
cych danych o wtasciwosciach draznigcych/zragcych
badanej substancji na oczy i zréznicowany sposob
uzyskiwania znaczacych danych o substancjach, dla
ktorych potrzebne sa dodatkowe badania lub dla kt6-
rych nie przeprowadzono badan. Strategia obejmuje
przeprowadzenie najpierw sprawdzonymi i przyjetymi
metodami in vitro lub ex vivo badan dziatania draznig-
cego/zracego, a nastepnie metoda badawcza B.4 dzia-
tania draznigcego/zragcego na skore w okreslonych

przypadkach (zobacz pozycje 3 i 4 piSmiennictwa).
OPIS ETAPOWEJ STRATEGII BADAWCZEJ

Przed rozpoczeciem doswiadczen jako czesci stra-
tegii badania etapowego (Rysunek B.5.1) nalezy oce-
ni¢ wszystkie dostepne informacje, dla okreslenia po-
trzeby badania oka in vivo. Chociaz istotne informacje
mozna uzyskaé z oceny pojedynczych parametrow
(np. skrajne wartosci pH), nalezy ocenié catos¢ istnie-
jacych informacji. Nalezy oceni¢ na podstawie analizy
wagi dowoddéw wszystkie znaczace dane o skutkach
dziatania substancji lub jej analogéw strukturalnych
i przedstawié¢ uzasadnienie decyzji. Gtéwny nacisk na-
lezy potozyé na istniejace dane o substancji uzyskane
dla ludzi i zwierzat, a nastepnie wyniki z badan in vitro
lub ex vivo. Nalezy unika¢ w miare mozliwosci badan
dziatania zrgcego substancji in vivo. Czynniki brane
pod uwage w strategii badania obejmuja:

Ocena istniejacych danych dotyczacych dziatania
substancji na ludzi i zwierzeta (Etap 1). W pierwszej
kolejnosci nalezy bra¢ po uwage istniejace dane dla
ludzi, np. badania kliniczne lub zawodowe i sprawoz-
dania z wypadkéw i/lub dane z badan przeprowadzo-
nych na zwierzetach, gdyz dostarczajg one bezposred-
nich informacji o oddziatywaniu na oczy. Nastepnie
nalezy oceni¢ dostepne dane z badan na ludziach i/lub
zwierzetach dotyczace dziatania draznigcego/zragcego
na skoére. Substancje o znanym silnym dziataniu draz-
nigcym lub zrgcym na oczy, jak rowniez substancje
wykazujace dziatanie zrace lub silnie draznigce na skoé-
re nie powinny byé wkraplane do oka zwierzecia; takie
substancje nalezy uznaé¢ za zrgce lub draznigce row-
niez na oczy. Nie nalezy badaé w tescie in vivo sub-
stancji o znanym dziataniu draznigcym lub zrgcym
i substancji, co do ktorych istniejg bezsporne dowody
o braku ich dziatania draznigcego lub zracego.

Analiza zaleznosci aktywnosci od struktury sub-
stancji (SAR)(Etap 2). Jezeli dostepne sg wyniki badan
substancji o podobnej strukturze, to nalezy je wzigé
pod uwage. Jezeli dostepna jest dostateczna liczba
wynikéw dotyczacych substancji o podobnej budowie
lub mieszanin takich substancji wskazujgcych na ich
mozliwosci dziatania zrgcego/draznigcego na oczy do-
tyczacych dziatania na ludzi i/lub zwierzeta, to mozna
zatozyé, ze oceniana substancja bedzie wywotywata te
same reakcje. W takich przypadkach nie ma potrzeby
badania substancji. Wyniki negatywne z badan sub-
stancji o podobnej budowie lub mieszanin takich sub-
stancji nie stanowig wystarczajgcych dowodéw na
brak dziatania draznigcego/zragcego substancji w stra-
tegii etapowego badania. Sprawdzone i przyjete spo-
soby z zastosowaniem analizy SAR moga by¢ stoso-
wane do identyfikacji potencjatu zaréwno dziatania
zrgcego jak i draznigcego na oczy.

Wtasciwosci fizykochemiczne i reaktywnoscé che-
miczna (Etap 3). Substancje wykazujace skrajne war-

tosci pH, takie jak <2,0 i =11,5, moga wykazywac silne
dziatanie miejscowe. Jezeli skrajne wartosci pH sa
podstawg do zaklasyfikowania substancji jako zracej
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w stosunku do skéry, to nalezy bra¢ réowniez pod uwa-
ge jej rezerwe kwasowag/zasadowg (pojemnos$é¢ bufo-
rowg) (zobacz pozycje 5 i 6 piSmiennictwa). Jezeli
z pojemnosci buforowej wynika, ze substancja nie po-
winna dziata¢ zragco na oczy, to nalezy podja¢ dalsze
badania dla potwierdzenia tego, najlepiej przy uzyciu
sprawdzonej i przyjetej metody in vitro lub ex vivo (zo-
bacz etapy: 5 i 6).

Uwzglednianie innych istniejgcych informacji (Etap
4). Na tym etapie nalezy ocenié wszystkie dostepne in-
formacje o toksycznosci ogélnoustrojowej w naraze-
niu przez skore. Nalezy rowniez oceni¢ toksycznosé
ostrg po naniesieniu na skore badanej substanc;ji. O ile
badana substancja okazata sie wysoce toksyczna po
podaniu na skore, nie ma potrzeby badania jej na
oczach. Chociaz zalezno$¢ pomiedzy toksycznoscig
ostrg skérng a dziataniem zrgcym/draznigcym na oczy
niekoniecznie musi istnie¢, to mozna przypuscié¢, ze
gdy jakas substancja jest wysoce toksyczna poprzez
skore, wywota rowniez wysokg toksycznos¢ po wpro-
wadzeniu do oka. Takie dane powinny byé brane réw-
niez pod uwage pomiedzy etapem 2 i 3.

Wyniki z badan in vitro lub ex vivo (Etap 5 i 6).
Substancje, ktére wykazaty w badaniu przeprowadzo-
nym metoda in vitro lub ex vivo (zobacz pozycje 7 i 8
pi$miennictwa), ktéra byta sprawdzona i przyjeta do
szacowania szczegOlnie dziatania draznigcego/zragcego
na oczy lub skore, dziatania silnie draznigce lub zrgce
nie muszg by¢ badana na zwierzetach. Mozna przy-
puszczaé, ze substancje takie bedg wywotywaty po-
dobnie silne skutki w badaniu in vivo. Gdy sprawdzo-
ne i przyjete metody in vitro/ex vivo sa niedostepne,
nalezy omingé etapy 5 i 6 oraz przej$é wprost do eta-
pu 7.

Oszacowanie in vivo dziatania draznigcego lub zra-
cego substancji na skore (Etap 7). Gdy istniejgce do-
wody nie stanowig wystarczajgcej podstawy do prze-
prowadzenia rozstrzygajacej analizy wagi dowodow
o potencjalnym dziataniu zragcym/draznigcym na oczy
przez dang substancje na bazie danych z badan wy-
szczegolnionych powyzej, nalezy najpierw ocenié¢ po-
tencjalne dziatanie zrgce/draznigce po naniesieniu na
skére in vivo, stosujac metode badawczg B.4 (zobacz
pozycja 4 piSmiennictwa) i zataczony do niej Schemat
(zobacz pozycja 9 pismiennictwa). O ile substancja
wykaze dziatanie zrace lub silnie draznigce na skore,
nalezy przyjaé, ze dziata zrgco na oczy, chyba ze inne
informacje sktonig do innego wniosku. Tak wiec nie
ma potrzeby przeprowadzenia badania oka in vivo.
O ile substancja nie wykazuje dziatania zrgcego lub sil-
nie draznigcego na skére nalezy przeprowadzi¢ bada-
nie oka in vivo.

Badanie in vivo na krdlikach (Etap 8 i 9). Badanie
oka in vivo nalezy rozpoczg¢ od badania wstepnego,
uzywajac jednego krélika. O ile wyniki tego badania
wskazg, ze substancja dziata silnie draznigco lub zrgco
na oczy, nie nalezy przeprowadzi¢ dalszego badania.
Jezeli w badaniu tym nie wystapig skutki dziatania zra-
cego lub silnie draznigcego, nalezy przeprowadzi¢ ba-
danie sprawdzajgce na dwoch dalszych zwierzetach.
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Rysunek B.5.1.

STRATEGIA BADANIA | OCENY DZIALANIA DRAZNIACEGO/ZRACEGO NA OCZY

Dziatanie Wyniki Whioski
1 Istniejace dane dla ludzi i/lub zwierzat | Znaczne uszkodzenie oka Wynik ostateczny. Przypuszczalnie sub-
wykazujace dziatanie na oczy stancja dziata zZraco na oczy. Dalsze
badanie niepotrzebne.
Draznigcy dla oczu Wynik ostateczny. Przypuszczalnie sub-

stancja dziala draznigco na oczy. Dalsze
badanie niepotrzebne.

Niedraznigcy/niezracy dla oczu Wynik ostateczny. Przypuszczalnie sub-
stancja nie dziala zragco i drazniaco na
oczy. Dalsze badanie niepotrzebne.

Istniejace dane dla ludzi i/lub zwierzat | Zracy dla skéry Przypuszczalnie substancja dziata zraco
wykazujgce dziatanie Zrace na skér¢ na oczy. Dalsze badanie niepotrzebne.
Istniejgce dane dla ludzi i/lub zwierzat | Silnie draznigcy skore Przypuszczalnie substancja dziata draz-
wykazujace dzialanie silnie drazniace nigco na oczy. Dalsze badanie niepotrzeb-
na skore ne.

{

brak dostepnych informacji lub do-
stepne informacje niejednoznaczne

2 Wykona¢ SAR dla draznienia/dziatania | Przewidywane znaczne uszkodzenie Przypuszczalnie substancja dziata zraco
zracego dla oka. oka na oczy. Dalsze badanie niepotrzebne.
Przewidywane dziatanie draznigce Przypuszczalnie substancja dziata draz-
na oczy nigco na oczy. Dalsze badanie niepotrzeb-
Wykonaé SAR dla dziatania zracego ne.
na skore Przewidywane dziatanie Zragce dla Przypuszczalnie substancja dziata zraco
skory na oczy. Dalsze badanie niepotrzebne.
{

Nie mozna nic przewidywad, przewi-
dywania niejednoznaczne lub nega-

tywne
{
3 Zmierzy¢ warto$¢ pH (pojemno$é | Wartos¢ pH<2 lub >11,5 (z wysoka Przypuszczalnie substancja dziata zraco
buforowa, jezeli to wlasciwe) pojemno$cia buforows, jezeli to naoczy. Dalsze badanie niepotrzebne.
wlasciwe)
{

2<pH<11,5 lub pH<2,0 lub>11,5 z
niskq pojemnosciq buforowq lub jej
brakiem, jezeli to wtasciwe

4 Oszacowal toksyczno$¢ ogélnoustro- | Bardzo toksyczny w stezeniach, Substancja zbyt toksyczna do badania.
Jjowa przez narazenie po naniesieniu na | ktére bytyby badane na oku. Dalsze badanie niepotrzebne.
skore

{

Takie informacje niedostepne lub
substancja nie jest bardzo toksyczna

5 Wykonaé zwalidowane i zaakceptowa- | Wynik badania — zracy Przypuszczalnie substancja dziala zraco
ne badanie in vitro lub ex vivo na na oczy. Dalsze badanie niepotrzebne.
dzialanie Zrace na oczy

Substancja nie jest zrqca lub zwalido-
wane metody badawcze in vitro lub
ex vivo nie sq jeszcze dostgpne

6 Wykonaé badanie in vitro lub ex vivo | Wynik badania — drazniacy Przypuszczalnie substancja dziala draz-
sprawdzong 1 przyjeta, zwalidowang nigco/zraco na oczy. Dalsze badanie
metoda na dziatanie draznigce na oczy niepotrzebne.

Substancja nie jest draznigca lub
zwalidowane metody badawcze in vitro
lub ex vivo nie sq jeszcze dostgpne

7 Doswiadczalnie oszacowaé potencjat | Wynik badania — zracy lub silnie Przypuszczalnie substancja dziata zraco
dziatania draznigcego/zracego na skoére | draznigcy na oczy. Dalsze badanie niepotrzebne.

in vivo (zobacz metod¢ badawcza B.4
wraz ze Schematem)
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"

Substancja nie jest zrqca lub silnie
draznigca dla skory
!
8 Wykonaé wstepne badanie in vivo na
oku krélika z uzyciem jednego zwie-
rzecia
{

Brak ostrego uszkodzenia lub brak
reakcji
{
9 | Wykona¢ badanie potwierdzajace,
stosujac jedno lub dwa dodatkowe
zwierzeta

Ostre uszkodzenie oczu

Zracy lub draznigcy

Nie dziata zraco lub draznigco

Przypuszczalnie substancja dziata Zraco
na oczy. Dalsze badanie niepotrzebne.

Przypuszczalnie substancja dziata zraco
lub draznigco na oczy. Dalsze badanie
niepotrzebne.
Przypuszczalnie substancja nie dziata
zraco 1 draznigco na oczy. Dalsze badanie
niepotrzebne.

Zatacznik nr 7

B.31. BADANIE TOKSYCZNOSCI W ROZWOJU PRZEDPORODOWYM

1. METODA

Niniejsza metoda jest rbwnowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 414 (2001).

1.1. Wstep

Niniejsza metoda — badania toksycznosci w roz-
woju przedporodowym zostata opracowana w celu
dostarczania ogdlnych informacji dotyczacych skut-
kéw narazenia w okresie przedporodowym na badane
ciezarne zwierze i ptdd rozwijajacy sie w macicy. Mo-
ga one zawiera¢ ocene skutkdw narazenia na matke,
a takze padniecie, nieprawidtowosci strukturalne lub
zaburzenia rozwoju ptodu. Zaburzenia czynnosciowe,
chociaz sg wazng czescig rozwoju, nie sg brane pod
uwage w niniejszej metodzie. Mozna je ocenia¢ w od-
dzielnych lub rownolegle przeprowadzonych bada-
niach wedtug metody dotyczacej neurotoksycznosci
w okresie rozwojowym. Informacji dotyczacych bada-
nia zaburzen czynnosciowych i innych skutkéw popo-
rodowych nalezy poszukiwaé za pomocag metody ba-
dania toksycznosci reprodukcyjnej w tescie dwupoko-
leniowym oraz metody badania neurotoksycznosci
rozwojowej.

W niniejszej metodzie badawczej mogg by¢ ko-
nieczne, w szczegolnych przypadkach, modyfikacje
w oparciu o okreslong wiedze, np. dotyczaca wtasci-
wosci fizykochemicznych lub toksykologicznych bada-
nej substancji. Takie modyfikacje sa dopuszczalne,
gdy przekonujgce dowody naukowe sugerujg, ze mo-
dyfikacja bedzie prowadzi¢ do dostarczenia wigkszej
ilosci danych wynikajgcych z badania. W takim przy-
padku te naukowe dowody powinny byé doktadnie
przedstawione w sprawozdaniu koncowym z badania.

1.2. DEFINICJE
Toksykologia rozwoju: badania skutkéow dziatania

szkodliwego na rozwijajacy sie organizm, ktére moga
by¢é nastepstwem narazenia przed zaptodnieniem,

podczas rozwoju przedporodowego lub w okresie po-
porodowym do czasu osiggniecia dojrzatosci ptcio-
wej. Do gtéwnych objawow toksycznosci rozwojowej
zalicza sie: 1) zgon, 2) nieprawidtowosci budowy,
3) zaburzenia rozwoju i 4) zaburzenia czynnosciowe.
Toksykologia rozwoju byta uprzednio czesto nazywa-
na teratologia.

Szkodliwe skutki: jakiekolwiek zmiany zwigzane
z narazeniem powodujace obnizenie zdolnosci organi-
zmu do przezywania, rozmnazania lub przystosowa-
nia sie do srodowiska. Bioragc pod uwage toksykologie
rozwoju rozumiang w najszerszym jej ujeciu, zalicza
sie tutaj kazdy skutek, ktory zaktéca normalny rozwoj
zarodka zaréwno przed, jak i po narodzinach.

Zmieniony wzrost: zmiana masy lub wielkosci na-
rzagdu lub ciata potomstwa.

Zmiany (nieprawidtowosci): zmiany strukturalne
w rozwoju, do ktérych zalicza sie znieksztatcenia
i zmiennos¢ (zobacz pozycja 28 pismiennictwa):

Znieksztatcenie/nieprawidtowosé wieksza:
zmiana strukturalna uwazana za szkodliwg dla
zwierzecia (moze byé takze $miertelna) i jest za-
zwyczaj rzadka.

Zmiennosé/nieprawidiowosé mniejsza: zmia-
na strukturalna uwazana za majgca maty lub nie-
majgcag zadnego szkodliwego wptywu na zwierze;
moze byé przejsciowa badz stosunkowo czesto
wystepowadé w populacji kontrolnej.

Zarodek: sumaryczne okreslenie wszystkich form
pochodzacych od zaptodnionego jaja w jakiejkolwiek
fazie rozwoju od zaptodnienia az do porodu, w tym
btony zarodkowe, a takze zarodek lub ptéd.

Implantacja (zagniezdzenie): przytaczenie blasto-
cysty do nabtonka macicy, w tym jej penetracje przez
ten nabtonek i jej osadzenie w endometrium.
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Zarodek: wczesna faza rozwojowa organizmu,
w szczegolnosci rozwijajacy sie produkt zaptodnienia
jaja po pojawieniu sie osi podtuznej, az do pojawienia
sie wszystkich gtéwnych struktur.

Embriotoksycznosé: szkodliwe dziatanie dla nor-
malnej struktury, rozwoju, wzrostu i/lub zywotnosci
zarodka.

Ptéd: nienarodzone potomstwo w okresie poza-
rodkowym.

Toksycznosé ptodowa: szkodliwe dziatanie dla
normalnej struktury, rozwoju, wzrostu i/lub zywotno-
sci ptodu.

Poronienie: przedwczesne wydalenie z macicy
produktu zaptodnienia: zarodka lub ptodu niezdolne-
go do zycia.

Resorpcja: zarodek, ktory po zagniezdzeniu w ma-
cicy obumart i jest lub zostat wchtoniety:

Resorpcja wczesna: dowod zagniezdzenia bez
rozpoznawalnego zarodka/ptodu.

Resorpcja pozna: martwy zarodek lub ptéd
z zewnetrznymi zmianami zwyrodnieniowymi.

NOAEL: skrét dla poziomu dawkowania bez obser-
wowanego szkodliwego skutku, jest to najwyzszy po-
ziom dawki, przy ktérym nie obserwuje sie szkodli-
wych skutkéw zwigzanych z narazeniem.

1.3. Substancja kontrolna
Brak.
1.4. Zasada metody badawczej

Badana substancja podawana jest zwierzetom be-
dacym w cigzy przynajmniej od momentu zagniezdze-
nia do jednego dnia przed planowanym usmierce-
niem, ktére powinno nastgpi¢, w miare mozliwosci,
jak najblizej dnia normalnego porodu, bez ryzykowa-
nia utraty danych wynikajgcych z porodu przedwcze-
snego. Niniejsza metoda badawcza nie jest przezna-
czona, w celu badania jedynie okresu organogenezy
(np.: 5—15 dzien u gryzoni i 6—18 dzien u krélika), ale
takze w przypadku gdy to wtasciwe, rowniez skutkow
narazenia z okresu przed zagniezdzeniem przez caty
okres cigzy, az do dnia przed cieciem cesarskim. Tuz
przed cesarskim cieciem samice sg usmiercane, za-
wartos¢ macicy przebadana, a ptody ocenione pod
wzgledem widocznych zmian zewnetrznych, szkieleto-
wych oraz w tkankach miegkkich.

1.5. Opis metody badawczej
1.5.1. Wybér gatunku zwierzat

Zaleca sie, by badanie byto wykonane na najbar-
dziej odpowiednim gatunku, a stosowane powinny

by¢ gatunki i rasy zwierzat laboratoryjnych uzywa-
nych powszechnie w badaniach toksycznosci w roz-

woju przedporodowym. Zalecanym gatunkiem wsréd
gryzoni jest szczur, a z pozostatych zwierzat krolik.
W przypadku, uzycia innego gatunku zwierzecia nale-
zy podaé uzasadnienie.

1.5.2. Warunki przetrzymywania i karmienia zwierzat

Temperatura w pomieszczeniach doswiadczal-
nych powinna wynosi¢ 22+3 °C dla gryzoni
i 18+3 °C dla krélikéw. Wilgotnosé wzgledna powinna
wynosié¢ 50—60 %, przy dopuszczalnych odchyleniach
miedzy 30 % a 70 % (wyzsza wartos$¢ jedynie podczas
czyszczenia pomieszczen). Nalezy stosowaé sztuczne
oswietlenie: 12 godzin $wiatta i 12 godzin ciemnosci.
Do karmienia zwierzat powinna byé stosowana typo-
wa pasza laboratoryjna, nalezy zapewnié nieograni-
czony dostep do wody.

Kojarzenie w pary powinno byé przeprowadzone
w klatkach odpowiednich do tych celéw. Preferowane
jest przetrzymywanie pojedynczych osobnikéw, ale
dopuszczalne jest takze przetrzymywanie osobnikdw
w matych grupach.

1.5.3. Przygotowanie zwierzat

Powinny by¢ stosowane zdrowe zwierzeta, aklima-
tyzowane przynajmniej przez 5 dni do warunkow labo-
ratoryjnych i nieuzywane wczes$niej w innych do-
swiadczeniach. Powinny by¢ znane: rasa, zrédta po-
chodzenia, pte¢, waga i/lub wiek zwierzat. Zwierzeta
wszystkich grup badanych powinny byé, naile to moz-
liwe, w tym samym wieku i mieé takg samg mase cia-
ta. Na kazdym poziomie dawkowania stosuje sie mtfo-
de doroste dziewicze samice. Samice powinny by¢ ko-
jarzone z samcami tego samego gatunku i rasy, nale-
zy unika¢ kojarzenia osobnikow spokrewnionych.
W przypadku gryzoni zerowym dniem cigzy jest ten,
w ktorym zaobserwuje sie czop pochwowy i/lub nasie-
nie; w przypadku krélikéw dniem zerowym jest zazwy-
czaj dzien pokrycia lub sztucznej inseminacji, jezeli ta-
ka technika jest stosowana. Klatki nalezy ustawié w ta-
ki sposéb, by zminimalizowa¢ mozliwy wptyw ich
ustawienia na wyniki badania. Kazdemu zwierzeciu
nalezy przypisaé jego wtasny numer identyfikacyjny.
Samice powinny byé przypisane do grupy kontrolnej
i grup narazanych w sposob losowy. Jezeli samice by-
ty kojarzone grupowo, to zwierzeta z kazdej partii po-
winny zosta¢ réwnomiernie rozdzielone pomiedzy
grupy. Podobnie samice inseminowane przez tego sa-
mego samca powinny by¢ réwnomiernie rozdzielone

pomiedzy grupy.
1.6. Sposéb postepowania
1.6.1. Liczba i pteé zwierzat

Kazda grupa kontrolna i badana powinna zawieraé
wystarczajgca liczbe samic, by uzyskaé w przyblizeniu
20 samic z miejscami zagniezdzenia podczas autopsji.
Grupy z mniej niz 16 zwierzetami z miejscami zagniez-
dzenia moga byé nieodpowiednie. Wystepujaca
Smiertelno$é osobnikdw rodzicielskich nie musi byé
przyczyng uniewaznienia badania, pod warunkiem ze
nie przekracza 10 %.



Dziennik Ustaw Nr 251

— 16408 —

Poz. 2119

1.6.2. Przygotowanie dawek

Jezeli stosowany jest nosnik lub inny dodatkowy
zwigzek umozliwiajacy podawanie substanciji, to nale-
zy braé pod uwage jego nastepujace charakterystycz-
ne cechy: wptyw na absorpcje, rozmieszczenie, meta-
bolizm i retencje lub wydalanie badanej substanc;ji;
wptyw na wtasciwosci chemiczne badanej substanciji,
ktédre moga zmienié jej charakterystyke toksykologicz-
ng; wptyw na spozywanie pokarmu i pobieranie wo-
dy przez zwierzeta. Nosnik nie powinien by¢ ani tok-
syczny dla rozwoju, ani nie moze mieé wptywu na
rozrodczosc.

1.6.3. Podawanie substancji

W zasadzie badana substancja powinna by¢ poda-
wana codziennie od zagniezdzenia (np. 5 dnia po sko-
jarzeniu) do dnia przed planowanym porodem za po-
moca cesarskiego ciecia. W przypadku gdy dostepne
sg wyniki badania wstepnego, ktére nie wskazuja na
wysoki potencjat strat przed zagniezdzeniem, to poda-
wanie substancji moze by¢ przedtuzone na caty okres
cigzy, od dnia skojarzenia do dnia przed planowanym
usmierceniem. Ogodlnie wiadomo jest, ze niewtasciwe
obchodzenie sie ze zwierzetami lub stres podczas cia-
zy moze powodowac poronienia. Aby zapobiec poro-
nieniom spowodowanym przez czynniki niezwigzane
z podawang substancja, nalezy unikaé niepotrzebnego
zaktécania spokoju ciezarnych samic, a takze stresu
spowodowanego przez czynniki zewnetrzne takie jak
hatas.

Nalezy stosowac przynajmniej trzy poziomy da-
wek i réownolegtg grupe kontrole. Zdrowe zwierzeta
powinny zostaé przypisane do grup narazanych i kon-
trolnych w sposoéb losowy. Poziomy dawkowania po-
winny zosta¢ ustalone tak, by spowodowaé stopnio-
wanie skutkéw toksycznych. Najwyzsza dawka powin-
na zostaé dobrana w taki sposéb, by indukowaé tok-
sycznos$é rozwojowa i/lub objawy toksyczne u samic
(objawy kliniczne lub spadek masy ciata), ale nie ich
zgon badz powazne cierpienie, chyba ze jest to ogra-
niczone wtasciwosciami fizykochemicznymi lub wta-
sciwosciami biologicznymi badanej substancji. Przy-
najmniej jedna dawka posrednia powinna powodo-
waé minimalne skutki toksyczne mozliwe do zaobser-
wowania. Najnizsza dawka nie powinna powodowaé
jakiejkolwiek toksycznosci rozwojowej lub toksyczno-
$ci dla osobnikow rodzicielskich. Sekwencja maleja-
cych dawek powinna zostaé dobrana tak, by mozna
byto wykazaé odpowiedz typu dawka-skutek i wyzna-
czy¢ poziom bez obserwowanego szkodliwego skutku
(NOAEL). Optymalne dla ustalenia sekwencji malejg-
cych dawek sg wspotczynniki o wartosci 2—4, a czesto
dodanie czwartej badanej grupy jest lepsze niz stoso-
wanie bardzo duzych wspoétczynnikdw pomiedzy daw-
kami (np. wigkszych niz 10). Chociaz celem jest ustale-
nie wartosci NOAEL dla matek, to badania, w ktérych
nie ustalono takiego poziomu, rowniez sg mozliwe do
zaakceptowania (zobacz pozycja 1 pi$miennictwa).

Poziomy dawek powinny zosta¢ ustalone
z uwzglednieniem istniejgce danych o toksycznosci,
a takze informacji dodatkowych na temat metaboli-

zmu i toksykokinetyki badanej substancji lub substan-
cji podobnych strukturalnie. Informacje te pomoga
w doborze wtasciwego sposobu dawkowania.

Réwnolegle nalezy stosowacé grupe kontrolng. Tej
grupie podaje sie placebo lub nosnik, jezeli taki jest
stosowany podczas podawania substancji. Wszystkie
grupy powinny otrzymywacé takg sama objetos¢ bada-
nej substancji lub nosnika. Ze zwierzetami w grupach
kontrolnych nalezy obchodzié¢ sie w taki sam sposoéb,
jak ze zwierzetami narazanymi. Grupy kontrolne z no-
$nikiem powinny otrzymywac nosnik w najwyzszej za-
stosowanej ilosci (jak w grupie o najnizszej stosowa-
nej dawce).

1.6.4. Badanie dawki granicznej

Jezeli badanie w jednej dawce na poziomie przy-
najmniej 1000 mg/kg masy ciata/dzien po podaniu do-
zotadkowym i przy zastosowaniu procedur opisanych
w niniejszej metodzie nie powoduje powstawania
mozliwych do zaobserwowania skutkéw toksycznych
i jezeli nie nalezato sie spodziewac¢ takich skutkdw na
podstawie istniejgcych danych (np. w przypadku
zwigzkow strukturalnie i/lub metabolicznie podob-
nych) to wtedy petne badanie z trzema poziomami da-
wek moze by¢ uwazane za niepotrzebne. Spodziewa-
ne narazenie ludzi moze wskazywaé na potrzebe za-
stosowania wyzszej dawki stosowanej dozotgdkowo
w badaniu stezen granicznych. W przypadku innych
sposobow podawania, takich jak inhalacyjne badz
skorne, witasciwosci fizykochemiczne badanej sub-
stancji czesto mogag wskazywaé na maksymalny moz-
liwy do uzyskania poziom narazenia (np. zastosowa-
nie po naniesieniu na skére nie powinno powodowacé
ostrej toksycznosci miejscowej).

1.6.5. Podawanie substancji

Badana substancja lub nos$nik sg zazwyczaj poda-
wane dozotagdkowo za pomoca sondy dozotgdkowej
lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej. Jezeli stosowa-
ny jest inny sposéb podawania, to nalezy podaé jego
uzasadnienie; konieczne moga by¢ wtedy pewne mo-
dyfikacje (zobacz pozycje 2, 3 i 4 piSmiennictwa). Ba-
dana substancja powinna by¢é podawana codziennie,
w przyblizeniu o tej samej porze dnia.

Dawka dla kazdego zwierzecia powinna opierac sie
na najbardziej aktualnych pomiarach masy ciata osob-
nika. Nalezy by¢ jednakze ostroznym w dostosowywa-
niu dawki w ostatnim trymestrze cigzy. Do wyboru
dawki stosowane powinny by¢ istniejgce dane, by za-
pobiec nadmiernej toksycznosci dla osobnika macie-
rzystego. Jezeli jednak takie objawy toksycznosci po-
jawig sie, to zwierzeta te powinny zosta¢ w sposéb hu-
manitarny usmiercone. Jezeli objawy takie pojawig
sie u kilku ciezarnych samic z narazanej grupy, to na-
lezy wzigé pod uwage zakonczenie doswiadczenia z tg
grupa. Gdy substancja podawana jest przez zgtebnik,
to powinna byé podawana w pojedynczej dawce przy
pomocy sondy dozotgdkowej lub kaniuli intubacyjne;j.
Maksymalna objetosé, jaka moze zostaé podana jed-
norazowo zwierzeciu, zalezy od jego rozmiaréw. Obje-
tosc¢ ta nie powinna przekracza¢ 1 ml/100 g masy cia-
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ta, z wyjatkiem przypadku roztworow wodnych gdzie
stosowane moze by¢ 2 ml/100 g masy ciata. Jezeli ja-
ko nosnik stosuje sie olej kukurydziany, to objetos¢ nie
powinna przekraczaé¢ 0,4 ml/100 g masy ciata. Zmien-
nos$é objetosci powinna byé zminimalizowana przez
dostosowanie stezenia tak, aby zapewnié statg obje-
tosé na wszystkich poziomach dawek.

1.6.6. Obserwacje samic ciezarnych

Obserwacje kliniczne powinny byé dokonywane,
a wyniki zapisywane przynajmniej raz dziennie, najle-
piej o tej samej porze dnia, biorgc pod uwage szczyto-
wy okres przewidywanych skutkdw po podawaniu
substancji. Kondycja zwierzat powinna by¢ opisywana
z uwzglednieniem $miertelnosci, standéw agonalnych,
statych zmian w zachowaniu i wszystkich innych obja-
wow wyraznej toksycznosci.

1.6.7. Masa ciata i spozycie pokarmu

Zwierzeta powinny byé wazone w dniu zerowym
lub nie pdzniej niz w trzecim dniu (zwierzeta po skoja-
rzeniu dostarczone przez dostawce zewnetrznego), na-
stepnie pierwszego dnia narazenia i przynajmniej co
trzy dni podczas okresu podawania substancji oraz
w dniu przewidywanego usmiercenia.

Spozycie pokarmu powinno by¢ zapisywane w od-
stepach trzydniowych i zbiega¢ sie w czasie z pomia-
rami masy ciafa.

1.6.8. Badanie sekcyjne

Samice powinny zostaé usmiercone na dzien
przed przewidywanym porodem. Samice wykazujgce
objawy poronienia lub przedwczesnego porodu przed
zaplanowanym  usmierceniem powinny zostaé
usmiercone i poddane doktadnym ogledzinom makro-
skopowym.

W czasie zakonczenia doswiadczenia lub zgonu
podczas doswiadczenia samice powinny zostaé¢ prze-
badane makroskopowo pod katem nieprawidtowosci
w budowie i zmian patologicznych. W celu uniknigecia
zasugerowania wyniku, badania samic podczas ciecia
cesarskiego oraz ptodéw powinny byé wykonane bez
wiedzy o tym, z jakiej grupy one pochodzity.

1.6.9. Badanie zawartosci macicy

Natychmiast po zakonczeniu porodu lub tuz po
Smierci macice powinny by¢ usuniete, a stopien za-
awansowania cigzy okreslony. Macice, ktérych wyglad
nie wskazuje na cigze, powinny zosta¢ poddane dal-
szym badaniom (np. barwienie siarczkiem amonu
u gryzoni i barwienie Salewskiego lub inng odpowied-
nig metoda dla krolikow), by potwierdzi¢ brak cigzy
(zobacz pozycja 5 pi$miennictwa).

Nalezy zwazyé macice samic ciezarnych wraz
z szyjkg macicy. Nie nalezy zapisywaé¢ masy macic sa-
mic ciezarnych uzyskanych od zwierzat, ktére padty
podczas doswiadczenia.

U zwierzat ciezarnych nalezy okresli¢ liczbe ciatek
z6ttych.

Zawarto$¢ macicy powinna zostaé¢ przebadana
pod katem liczby martwych zarodkéw lub ptodéw oraz
ptodow zywych. W celu oszacowania wzglednego cza-
su $mierci zarodka nalezy opisa¢ stopien resorpcji (zo-
bacz pkt 1.2).

1.6.10. Badanie ptodéw
Nalezy okresli¢ pte¢ i mase ciata kazdego ptodu.

U kazdego ptodu powinny zosta¢ przebadane
zmiany zewnetrzne (zobacz pozycja 6 piSmiennictwa).

Nalezy przebada¢ ptody pod katem zmian w szkie-
lecie i tkankach migkkich (np. zmiany, znieksztatcenia
i nieprawidtowosci) (zobacz pozycje 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 i 24 piSmiennic-
twa). Pozadana, ale niewymagana jest kategoryzacja
zmian ptodowych. Jezeli jednak jest ona wykonywa-
na, to nalezy wyraznie podac kryteria definicji kazdej
kategorii. Szczegdlng uwage nalezy zwréci¢ na uktad
rozrodczy, ktéry powinien zostaé przebadany pod ka-
tem zmian w rozwoju.

W przypadku gryzoni okoto potowa miotéw po-
winna byé przebadana pod katem zmian szkieleto-
wych. Pozostata cze$é powinna byé przebadana pod
wzgledem zmian w tkankach migkkich przy zastoso-
waniu uznanych wtasciwych metod serii przekrojow
lub techniki przekrojéw catosciowych.

W przypadku zwierzat innych niz gryzonie, np.:
kroliki, wszystkie ptody powinny zostaé przebadane
pod wzgledem zmian w szkielecie jak i tkankach miek-
kich. Ciata tych ptodéw powinny byé ocenione przez
sekcje pod katem zmian w tkankach migkkich, do cze-
go zalicza sie rowniez procedury do dalszego szaco-
wania wewnetrznej struktury serca (zobacz pozycja 25
pismiennictwa). Gtowy potowy ptodéw przebadanych
w ten sposdéb powinny zostaé oddzielone i poddane
badaniom pod wzgledem zmian w tkankach migkkich
(oczy, moézg, komory nosowe i jezyk) przy zastosowa-
niu standardowych metod serii przekrojéow (zobacz
pozycja 26 pismiennictwa) lub innych réwnie czutych
metod. Ciata tych ptodéw i pozostate nienaruszone
ptody powinny zosta¢ przebadane pod wzgledem
zmian w szkielecie przy zastosowaniu tych samych
metod, jak opisane dla gryzoni.

2. WYNIKI
2.1. Opracowanie wynikéw

Dane powinny byé zapisywane oddzielnie dla kaz-
dej samicy, jak i jej potomstwa i zestawione w formie
tabel. Nalezy wykazaé¢ dla kazdej badanej grupy i kaz-
dego pokolenia liczbe zwierzat na poczatku doswiad-
czenia, liczbe zwierzat martwych podczas badania lub
usmierconych z powoddéw humanitarnych, czas zgonu
lub usmiercenia, liczbe samic w cigzy, liczbe zwierzat
wykazujacych objawy toksycznosci, opis zaobserwo-
wanych objawow toksycznos$ci, w tym czas ich poja-
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wienia sie, trwanie i nasilenie objawdw, rodzaje ob-
serwacji zarodkédw/ptoddw i wszystkie inne znaczace
dane dotyczace ptoddw.

Dane liczbowe powinny byé oszacowane wtasciwa
metodag statystycznag. Kazdy ptéd nalezy traktowaé
w analizie danych jako jednostke. Stosowane powin-
ny by¢ ogdlnie uznane metody statystyczne; wybrane
jako czes$é sktadowa uktadu doswiadczenia, a ich wy-
bor powinien byé uzasadniony. Dane zwierzat, ktére
nie przezyty do planowanego usmiercenia, takze po-
winny byé podane. Moga one réwniez byé uwzgled-
nione w obliczonych wartosciach srednich z kazdej
grupy. Znaczenie takich wynikow oraz ich uwzglednie-
nie badz tez nieuwzglednienie w srednich dla grup(y)
w kazdym przypadku powinno by¢ oszacowane i uza-
sadnione.

2.2. Ocena wynikow

Obserwacje poczynione w przeprowadzonym ba-
daniu toksycznosci rozwoju przedporodowego powin-
ny byé ocenione pod wzgledem zaobserwowanych
skutkéw. Ocena ta powinna zawieraé nastepujace in-
formacje:

— wyniki badania zarodkéw/ptodéw i samic w tym
ocena powigzan lub ich brak pomiedzy naraze-
niem zwierzagt badanych na badang substancje
oraz wystepowaniem i nasileniem wszystkich ob-
serwacji,

— kryteria stosowane w kategoryzacji zmian ze-
whnetrznych, tkanek migkkich i szkieletu ptoddw,
jezeli dokonano takiej kategoryzacji,

— w celu wspomozenia interpretacji danych z do-
swiadczenia, dane z wczesniej przeprowadzonych
badanh jako dane kontrolne, jezeli jest to wtasciwe,

— dane liczbowe stosowane w obliczaniu wszystkich
wartosci procentowych i odpowiednich wspot-
czynnikow,

— odpowiednig analize statystycznag uzyskanych wy-
nikdw, w tym wystarczajace informacje na temat
metody analizy tak, aby niezalezny recenzent/sta-
tystyk mégt ponownie dokonaé obliczen i odtwo-
rzy¢ analize.

W badaniach, ktére wykazujg brak objawow dzia-
tania toksycznego, pod uwage nalezy bra¢ dalsze ba-
dania dotyczace absorpcji i biodostepnosci badanej
substanciji.

2.3. Interpretacja wynikow

Badanie toksycznosci w rozwoju przedporodo-
wym dostarcza informacji na temat skutkéw dziatania
toksycznego na samice i wewngtrzmaciczny rozwoj
ich potomstwa powtarzanego podawania drogg po-
karmowa substancji w czasie cigzy. Wyniki badan po-
winny by¢ interpretowane w potgczeniu z wynikami
z badan podprzewlektych, rozmnazania, toksykokine-
tycznych i innych. Poniewaz nacisk potozony jest za-
rowno na toksycznos$é ogodlng, jak i rozwojowa, to wy-

niki badania pozwalaja na rozréznienie pomiedzy
skutkami rozwojowymi nastepujacymi przy niewysta-
pieniu toksycznosci ogdlnej i tymi, ktére wystepuja
tylko w warunkach narazenia na dawki toksyczne dla
zwierzat rodzicielskich.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie powinno zawiera¢ nastepujace in-
formacje:

Badana substancja:

— stan fizyczny i gdy to ma znaczenie rowniez wta-
$ciwosci fizykochemiczne,

— identyfikacja, w tym numer CAS, jezeli jest zna-
ny/ustalony,

— czystosé.
Nosnik (jezeli byt stosowany):

— uzasadnienie wyboru nos$nika, jezeli zostat zasto-
sowany inny nosnik niz woda.

Badane zwierzeta:
— gatunek/szczep,
— liczba i wiek zwierzat,

— zrédto pochodzenia, warunki przetrzymywania,
pasza itp.,

— masy poszczegolnych zwierzat na poczatku do-
Swiadczenia.

Warunki badania:
— uzasadnienie wybranych dawek,

— szczegoty dotyczace formulacji badanej substan-
cji, w tym przygotowania pokarmu, osiggniete ste-
zenie, trwatos$é i jednorodnosé preparatu,

— szczegoty dotyczace podawania badanej substan-
cji,

— przeliczenie stezenia (ppm) badanej substancji
z zawartosci w paszy/wodzie pitnej na dawke rze-
czywista (mg/kg masy ciata/dzien), jezeli istnieje
taka koniecznos¢,

— warunki srodowiskowe,

— szczegOty dotyczgce paszy i wody pitnej.
Wyniki:

Dane o toksycznosci dla samic wedtug dawki po-
winny zawierac, ale nie ograniczaé sie do:

— liczby zwierzat na poczatku doswiadczenia, liczby
zwierzat przezywajacych badanie, liczby zwierzat
ciezarnych, liczby poronien i przedwczesnych po-
rodow,
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— dni padnie¢ podczas badania i liczby zwierzat, kto-
re przezyty do konca badania,

— danych zwierzat, ktore nie przezyty do konca bada-
nia, powinny by¢ podane, ale nie nalezy ich
uwzgledniaé w statystycznych poréwnaniach po-
miedzy grupami,

— dnia zaobserwowania kazdego nietypowego obja-
wu klinicznego i jego nastepstw,

— masy ciata, zmiany masy ciata i masy macicy sa-
micy ciezarnej, w tym opcjonalnie zmiany masy
ciata skorygowanej o mase macicy samicy ciezar-
nej,

— spozycia paszy i, jezeli mierzone, spozycie wody,
— wynikéw z sekcji, w tym masy macicy,

— wartosci NOAEL dla skutkéw dziatania na osobni-
ki pokolenia rodzicielskiego i dla skutkow dziatania
na rozwaj.

Rozwojowe wartosci koncowe wedtug dawki dla
samic z zagniezdzeniami:

— liczba ciatek zottych,

— liczba zagniezdzen, liczba i procent martwych i zy-
wych ptodéw i resorpciji,

— liczba i procent poronien przed i po zagniezdzeniu.

Rozwojowe wartosci koncowe wedtug dawki dla
samic z zywymi ptodami:

— liczba i wartosci procentowe dla zywego potom-
stwa,

— stosunek ptci,
— masa ciata ptodéw najlepiej zebrana wedtug pfci,

— znieksztatcenia zewnetrzne, tkanki miekkiej i szkie-
letu oraz inne wazne zmiany,

— kryteria kategoryzacji, jezeli zostata ona zastoso-
wana,

— catkowita liczba i wartosci procentowe dla ptodow
i matek z jakimikolwiek zmianami zewnetrznymi,
zmianami tkanki miekkiej i szkieletu, a takze rodza-
je i wystepowanie poszczegolnych nieprawidto-
wosci | inne wazne zmiany.

Omowienie wynikow.
Whioski.
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Zatacznik nr 8

B.35. DZIALANIE TOKSYCZNE NA ROZRODCZOSC W WARUNKACH TESTU DWUPOKOLENIOWEGO

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 416 (2001).

1.1. Wstep

Niniejsza metoda — dziatanie toksyczne na rozrod-
czosé w warunkach testu dwupokoleniowego — zo-
stata opracowana w celu dostarczenia ogdélnych infor-
macji dotyczacych wptywu badanej substancji na nie-
naruszalno$é¢ i wydajnos$é uktadéw rozrodczych sam-
ca i samicy, w tym na funkcjonowanie gonad, cykl ru-
jowy, zachowanie w czasie kojarzenia, zaptodnienie,
cigze, pordd, laktacje i odsadzanie oraz rozwdj i wzrost
potomstwa. Badania moga takze dostarczyé informa-
cji o wptywie badanej substancji na zachorowalnos$¢
noworodkow, smiertelnos¢ w okresie neonatalnym,
wstepnych danych o przedporodowym i poporodo-
wym dziataniu toksycznym. Wyniki uzyskane w przed-
stawionym badaniu moga stuzy¢ jako wskazéwki dla
nastepnych badan. Oprécz badania wzrostu i rozwoju
pokolenia F1 dzieki niniejszej metodzie mozna takze
oceni¢ integralnosé i wydajnos¢ uktadow rozrodczych
samcow i samic, a takze wzrost i rozwoj pokolenia F2.
Dalsze informacje o dziataniu toksycznym na rozwdj
ptodu i zaburzeniach czynnosciowych moga by¢ uzy-
skane w badaniach dodatkowych do badania zapre-
zentowanego w niniejszej metodyce przy zastosowa-
niu metody dla toksycznosci rozwojowej i/lub neuro-

toksycznosci rozwojowej, badz tez moga byé one cze-
$cig osobnych badan z uzyciem odpowiednich metod
badawczych.

1.2. Zasada metody badawczej

Badana substancja podawana jest w stopniowa-
nych dawkach kilku grupom samcéw i samic. W celu
wywotania jakichkolwiek szkodliwych skutkow dla
spermatogenezy samce pokolenia P powinny otrzymy-
wacé badang substancje w okresie wzrostu i przynaj-
mniej przez jeden petny cykl spermatogenetyczny
(w przyblizeniu 56 dni u myszy i 70 dni u szczura). Dzia-
fanie na nasienie jest oceniane z wykorzystaniem kilku
parametréw (np. morfologia nasienia i jego ruchli-
wos¢) oraz w badaniach histopatologicznych. Jezeli
dostepne sa archiwalne dane o spermatogenezie po-
chodzace z poprzednio przeprowadzonych badan
o wystarczajagcym okresie powtarzanego narazenia,
np. badanie 90-dniowe, to samce pokolenia P nie mu-
szg by¢ uwzgledniane w szacowaniu. Zaleca sie jed-
nakze, aby prébki lub zapisy cyfrowe dotyczgce nasie-
nia pokolenia P byty zachowane tak, by umozliwi¢ ich
pozniejsze oszacowanie. Samice pokolenia P powinny
otrzymywaé badang substancje w okresie wzrostu
i przez kilka petnych cykléw rujowych tak, aby wykryé
jakikolwiek szkodliwy wptyw tej substancji na cykl ru-
jowy. Badang substancje podaje sie zwierzetom rodzi-
cielskim (P) podczas ich kojarzenia, podczas cigzy i do
odsadzenia potomstwa F1. Po odsadzeniu podawanie
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substancji pokoleniu F1 kontynuuje sie w okresie ich
wzrostu, az do osiggniecia dojrzatosci, w okresie koja-
rzenia i do uzyskania potomstwa — pokolenia F2 a na-
stepnie az do usamodzielnienia pokolenia F2.

Obserwacje kliniczne i badania patologiczne pro-
wadzi sie u wszystkich zwierzat pod katem objawow
dziatania toksycznego ze zwrdceniem szczegdlnej
uwagi na skutki wskazujace na zaburzenia budowy
i czynnosci uktaddéw rozrodczych samic i samcow oraz
na wzrost i rozwdj potomstwa.

1.3. Opis metody badawczej
1.3.1. Wybdr gatunku zwierzat

Zalecanym gatunkiem jest szczur. Jezeli stosowa-
ny jest inny gatunek zwierzecia, to nalezy to uzasad-
ni¢. W takiej sytuacji konieczne woéwczas beda pewne
modyfikacje badania. W badaniu nie powinny by¢ sto-
sowane rasy charakteryzujgce sie niska ptodnoscia
lub dobrze znang wysoka czestotliwoscig wystepowa-
nia wad rozwojowych. Na poczatku badania rdéznica
w masie ciata badanych zwierzagt powinna by¢ jak naj-
mniejsza i nie powinna przekracza¢ 20 % s$redniej ma-
sy ciata kazdej z ptci.

1.3.2. Warunki przetrzymywania i karmienie

Temperatura w pomieszczeniach doswiadczalnych
powinna wynosié¢ 22+3 °C. Wilgotno$¢ wzgledna po-
winna wynosi¢ 50—60 %, przy dopuszczalnych od-
chyleniach miedzy 30 % a 70 % (wyzsza wartosc¢ jedy-
nie podczas czyszczenia pomieszczen). Nalezy stoso-
wacé sztuczne oswietlenie: 12 godzin $wiatta i 12 go-
dzin ciemnosci. Do karmienia zwierzat powinna by¢
stosowana typowa pasza laboratoryjna, nalezy zapew-
ni¢ nieograniczony dostep do wody. Wybér paszy mo-
ze zalezeé od koniecznosci zapewnienia odpowiedniej
domieszki badanej substancji, jezeli jest ona podawa-
na tg metoda.

Zwierzeta moga by¢ przetrzymywane pojedynczo
lub w matych grupach tej samej ptci. Kojarzenie po-
winno odbywaé sie w klatkach przystosowanych do
tych celéw. Po kopulacji skojarzone samice powinny
byé przetrzymywane pojedynczo w klatkach przysto-
sowanych do porodu i macierzynstwa. Skojarzone
szczury moga takze byé trzymane w matych grupach
i rozdzielone na jeden lub dwa dni przed porodem.
Skojarzonym zwierzetom nalezy dostarczy¢é odpo-
wiedni materiat do budowy gniazda, gdy okres poro-
du jest bliski.

1.3.3. Przygotowanie zwierzat

Stosowane powinny by¢ zdrowe zwierzeta aklima-
tyzowane przynajmniej przez 5 dni do warunkow labo-
ratoryjnych i nieuzywane wczesniej w innych doswiad-
czeniach. Powinny by¢ znane: gatunek, szczep, zrédto
pochodzenia, pte¢, masa ciata i/lub wiek. Pokrewien-
stwa pomiedzy zwierzetami powinny by¢ znane tak, by
uniknaé¢ krzyzowania zwierzat spokrewnionych. Zwie-
rzeta przypisuje sie losowo do grupy kontrolnej i gru-
py narazanej (zalecany jest dobdr wedtug masy ciata).

Klatki nalezy ustawi¢ w taki sposéb, by zminimalizo-
waé mozliwy wptyw ich ustawienia na wyniki badania.
Kazdemu zwierzeciu nalezy przypisaé jego wtasny nu-
mer identyfikacyjny. Dla pokolenia P nalezy to uczynié
przed rozpoczeciem podawania substancji. W przypad-
ku pokolenia F1 nalezy to uczyni¢ przy odsadzaniu
zwierzat, ktore zostaty wybrane do kojarzenia. Zapisy
wskazujgce na pochodzenie miotu powinny by¢ zacho-
wane dla wszystkich wybranych zwierzat pokolenia F1.
Ponadto tak szybko, jak to jest mozliwe, po porodzie
w przypadku, gdy bierze sie pod uwage badania czyn-
nosciowe lub wazenie poszczegdlnych osobnikdw, za-
leca sie identyfikacje osobnikdw mtodych.

Zwierzeta rodzicielskie (P) w momencie rozpocze-
cia podawania badanej substancji powinny byé w wie-
ku 5 do 9 tygodni. Zwierzeta ze wszystkich grup bada-
nych powinny, na tyle, na ile to mozliwe, byé w tym
samym wieku i mie¢ takag samg mase ciata.

1.4. Sposéb postepowania
1.4.1. Liczba i pteé zwierzat

Kazda grupa narazana i kontrolna powinna skta-
daé sie z odpowiedniej liczby zwierzat, tj. powinna li-
czyé nie mniej niz 20 samic ciezarnych lub bliskich po-
rodu. W przypadku substancji powodujacych niektdre
niepozadane skutki zwigzane z narazeniem (np. steryl-
nosé lub nadmierna toksycznosé w przypadku stoso-
wania wysokich dawek) spetnienie tego warunku mo-
ze byé¢ niemozliwe. Celem jest uzyskanie takiej ilosci
ciezarnych samic, by zapewni¢ odpowiednie oszaco-
wanie potencjatu substancji w zakresie wptywu na
ptodnosé, cigze, zachowanie osobnikéw rodzicielskich
i oseskéw oraz wzrost i rozwdj potomstwa F1 od za-
ptodnienia do osiggniecia dojrzatosci oraz rozwdj ich
potomstwa (F2) do momentu odsadzenia. Dlatego tez
brak pozgdanej ilosci samic w cigzy (tj. 20) nie zawsze
oznacza uniewaznienie badania, a kazdy przypadek
powinien by¢ oceniany indywidualnie.

1.4.2. Przygotowanie substancji w okreslonych daw-
kach

Zaleca sie, by substancje podawacé¢ droga pokar-
mowa (z pokarmem, wodg pitng lub za pomoca son-
dy), chyba ze inna droga podawania wydaje sie bar-
dziej wtasciwa.

Jezeli jest to konieczne, to badana substancja po-
winna by¢ rozpuszczana lub zawieszana w odpowied-
nim nosniku. Zaleca sig, o ile jest to mozliwe, stoso-
wanie w pierwszej kolejnosci roztwordéw/zawiesin
wodnych, a w nastepnej kolejnosci roztworow/emuls;ji
olejowych (w oleju kukurydzianym) i w koncu innych
nos$nikéw. W przypadku stosowania no$nikow innych
niz woda powinny by¢ znane ich wtasciwosci toksyko-
logiczne. Nalezy okresli¢ trwatosé badanej substanc;ji
w nosniku.

1.4.3. Dawkowanie

Nalezy stosowaé przynajmniej trzy poziomy da-
wek i rownolegta kontrole. Najwyzsza dawka powinna



Dziennik Ustaw Nr 251

— 16414 —

Poz. 2119

by¢ dobrana w taki sposob, by wywotaé dziatanie tok-
syczne, ale nie powodowaé $mierci lub cierpienia
zwierzat, chyba ze jest to ograniczone wtasciwos$ciami
fizykochemicznymi lub skutkami biologicznymi bada-
nej substancji. W przypadku niespodziewanej $mier-
telnosci wynoszacej w przyblizeniu mniej niz 10 %
w pokoleniu zwierzat rodzicielskich (P) badanie w dal-
szym ciggu mozliwe jest do zaakceptowania. Sekwen-
cja malejacych dawek powinna zostaé¢ dobrana tak, by
mozna byto wykazaé odpowiedz typu dawka-skutek
i wyznaczy¢ poziom bez obserwowanego skutku szko-
dliwego (NOAEL). Optymalne dla ustalenia sekwencji
malejgcych dawek sg wspotczynniki o wartosci od
2—4, a czesto dodanie czwartej badanej grupy jest
lepsze niz stosowanie bardzo duzych wspoétczynnikdw
pomiedzy dawkami (np. wiekszych niz 10). W przypad-
ku badan droga pokarmowa odstep pomiedzy dawka-
mi nie powinien by¢ wiekszy niz 3. Poziomy dawek po-
winny zostaé¢ ustalone z uwzglednieniem istniejgcych
danych o toksycznosci, a takze informacji dodatko-
wych na temat metabolizmu i toksykokinetyki badanej
substancji lub substancji o podobnej strukturze. Infor-
macje te pomoga w doborze wtasciwego sposobu
dawkowania.

Réwnolegle nalezy stosowaé grupe kontrolna. Tej
grupie podaje sie placebo lub nosnik, jezeli taki jest
stosowany podczas podawania substancji. Wszystkie
grupy powinny otrzymywa¢ takg sama objetos¢ bada-
nej substancji lub nosnika. Ze zwierzetami w grupach
kontrolnych nalezy obchodzi¢ sie w taki sam sposdb,
jak ze zwierzetami narazanymi. Grupy kontrolne z no-
$nikiem powinny otrzymywac ten nos$nik w najwyzszej
z zastosowanych objetosci. Jezeli badana substancja
podawana w paszy powoduje zmniejszenie pobierania
lub wykorzystania paszy, to pod uwage moze by¢ bra-
na koniecznos$é zastosowania pary grup kontrolnych.
Zamiast pary grup kontrolnych mozna wykorzysta¢ da-
ne z kontrolowanych badan szacujacych skutki obnizo-
nego spozycia pokarmu na parametry rozmnazania.

Nalezy bra¢ pod uwage nastepujace cechy charak-
terystyczne nosnika i innych dodatkéw: wptywy na ab-
sorpcje, rozmieszczenie, metabolizm lub retencje ba-
danej substancji; wptywy na wtasnos$ci chemiczne ba-
danej substancji, ktore mogg zmieni¢ jej wtasciwosci
toksykologiczne; wptywy na spozywanie pokarmu lub
wody i wptyw na stan fizjologiczny zwierzecia.

1.4.4. Badanie dawki granicznej

Petne badanie z uzyciem substancji podawanej
w réznych dawkach moze byé uwazane za niepotrzeb-
ne w przypadku, gdy:

— badanie prowadzone droga pokarmowa przy za-
stosowaniu jednej dawki na poziomie przynaj-
mniej 1000 mg/kg masy ciata/dzieh albo podania
w paszy lub w wodzie substancji w ilosci stano-
wigcej odpowiedni ekwiwalent procentowy bada-
nej substanciji i przy zastosowaniu procedur opisa-
nych w niniejszej metodzie nie powoduje powsta-
wania mozliwych do zaobserwowania objawow
dziatania toksycznego zaréwno u zwierzat rodzi-
cielskich, jak i u ich potomstwa,

— jezeli nie nalezato sie spodziewa¢ takich skutkéw
na podstawie istniejagcych danych (np. w przypad-
ku zwigzkéw strukturalnie i/lub metabolicznie po-
dobnych).

Spodziewane narazenie ludzi moze wskazywaé na
potrzebe zastosowania wyzszej dawki podawanej dro-
ga pokarmowag niz w badaniu dawki graniczne;j.
W przypadku innych sposobdéw podawania, takich jak
inhalacyjne badz skérne, wtasciwosci fizykochemiczne
badanej substancji, takie jak jej rozpuszczalno$é cze-
sto moga wskazywaé na maksymalny mozliwy do uzy-
skania poziom narazenia.

1.4.5. Podawanie substanciji

Badana substancja powinna by¢ podawana zwie-
rzetom 7 dni w tygodniu. Preferowane jest podawanie
substancji drogg pokarmowag (w paszy, w wodzie lub
za pomocag sondy dozotgdkowej). Jezeli stosowany
jest inny sposéb podawania, to nalezy poda¢ jego uza-
sadnienie; konieczne moga by¢ wtedy pewne modyfi-
kacje. Badana substancja powinna byé podawana
wszystkim zwierzetom tg samg metodg podczas wta-
sciwego okresu doswiadczenia. Jezeli substancje po-
daje sie dozotgdkowo, to powinno stosowacé sie sonde
dozotgdkows. Objetos¢ podawanej cieczy jednorazo-
wo nie powinna przekraczaé¢é 1 mil/100 g masy ciata
(0,4 ml/100 g masy ciata w przypadku oleju kukury-
dzianego), z wyjatkiem roztworéw wodnych, gdy sto-
sowacé¢ mozna 2 ml/100 g masy ciata. Z wyjatkiem sub-
stancji draznigcych lub zracych, ktore zwiekszajg skut-
ki swego dziatania ze wzrostem stezenia, zmiennos$é
objetosci powinna byé minimalizowana przez dosto-
sowanie stezenia tak, by zapewnié¢ stata objetos¢ we
wszystkich dawkach. W badaniach z zastosowaniem
sondy mtode beda otrzymywaé badang substancje
posrednio z mlekiem, dopdki nie rozpocznie sie po od-
sadzeniu podawanie substancji w typowy dla nich
sposob. W badaniach z pasza lub wodg pithg mtode
beda dodatkowo otrzymywaé badang substancje bez-
posrednio, gdy rozpoczng samodzielnie spozywaé po-
karm podczas ostatniego tygodnia okresu laktacji.

W przypadku substancji podawanych w pokarmie
lub w wodzie pitnej wazne jest upewnienie sig, ze do-
dane ilosci badanej substancji nie zaktécajg normalnej
rownowagi pokarmowej i wodnej. Jezeli badana sub-
stancja podawana jest w pokarmie, to jej ilos¢ moze
by¢ wyrazona w postaci statego stezenia w pokarmie
(ppm) lub w postaci statej dawki wzgledem masy ciata
zwierzecia; kazdy inny sposéb wyrazenia dawki musi
by¢ opisany. W przypadku podawania sondg substan-
cja podawana powinna byé o ustalonych porach dnia
i dostosowywana przynajmniej raz w tygodniu tak, aby
utrzymac staty jej poziom wzgledem masy ciata zwie-
rzecia. Pod uwage powinno sie bra¢ informacje o prze-
nikaniu przez bariere tozyska, dostosowujac dawke
substancji podawanej sondg wzgledem masy.

1.4.6. Uktady doswiadczalne
Codzienne podawanie substancji w okreslonych

dawkach samcom i samicom rodzicielskim (P) powin-
no rozpoczaé sie wtedy, gdy sg one w wieku 5 do 9 ty-
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godni. Codzienne podawanie substancji samcom i sa-
micom pokolenia F1 powinno rozpoczaé sie przy od-
sadzeniu; nalezy pamietac, ze w przypadku podawa-
nia badanej substancji z pasza lub woda pitng bezpo-
srednie narazenie mtodych F1 na badang substancje
moze wystgpi¢ juz w okresie laktacji. Dla obu pfci
(P i F1) podawanie substancji powinno byé kontynu-
owane przez przynajmniej 10 tygodni przed okresem
kojarzenia. Podawanie substancji powinno by¢ konty-
nuowane u obu ptci podczas 2 tygodni okresu kojarze-
nia. Samce nalezy w sposéb humanitarny usmiercié
i przebadadé, jezeli nie sg niezbedne do oceny skutkow
reprodukcyjnych. W przypadku samic rodzicielskich
(P) podawanie substancji powinno byé kontynuowane
przez okres cigzy, az do odsadzenia pokolenia F1. Pod
uwage powinno sie bra¢ modyfikacje schematu poda-
wania substancji w zaleznosci od dostepnych informa-
cji dotyczacych badanej substancji; nalezy uwzglednié
istniejgce dane o jej toksycznosci, indukcji metabolicz-
nej lub bioakumulacji. Dawka stosowana dla kazdego
zwierzecia powinna byé wyznaczona przy uwzglednie-
niu najnowszych pomiaréw masy jego ciata. Nalezy
by¢ ostroznym podczas dostosowywania dawki
w ostatnim trymestrze ciagzy.

Narazanie samcow i samic P i F1 powinno trwa¢ az
do zakonczenia doswiadczenia. Wszystkie doroste
samce i samice P i F1 powinny zosta¢ w sposob hu-
manitarny usmiercone, jezeli nie sg potrzebne do dal-
szych ocen skutkéw. Potomstwo F1 niewybrane do ko-
jarzenia i potomstwo F2 powinno byé w sposéb hu-
manitarny usémiercone po odsadzeniu.

1.4.7. Sposob kojarzenia
1.4.7.1. Kojarzenie rodzicow (P)

Dla kazdego kojarzenia, kazda samica powinna by¢é
umieszczona z jednym samcem z tej samej grupy na-
razanej (kojarzenie 1:1) az do kopulacji lub do zakon-
czenia dwutygodniowego okresu. Kazdego dnia sami-
ce powinny by¢ badane na obecno$¢ nasienia lub czo-
pa pochwowego. Dzien zerowy cigzy okresla sie jako
dzien odkrycia nasienia lub czopa pochwowego.
W przypadku niepowodzenia kojarzenia pod uwage
mozna wzigé ponowne kojarzenie z samcami tej samej
grupy. Kojarzone pary nalezy wyraznie okresli¢ w da-
nych. Nalezy unikaé kojarzenia rodzenstwa.

1.4.7.2. Kojarzenie pokolenia F1

Do kojarzenia potomstwa F1 przynajmniej jeden
samiec i jedna samica powinny by¢ wybrane przy od-
sadzaniu z kazdego miotu do kojarzenia z innymi mto-
dymi tej samej grupy narazanej, ale innego miotu, aby
daé¢ pokolenie F2. Wybér mtodych z kazdego miotu
powinien mieé charakter losowy, jezeli nie obserwuje
sie znaczacych réznic w masie ciata lub wygladzie
w obrebie miotu. W przypadku zaobserwowania ta-
kich réznic wybrani powinni byé najlepsi przedstawi-
ciele z kazdego miotu. Najlepiej opiera¢ sie w tym
przypadku na zapisach masy ciata, ale wtasciwszym
moze byé wybdér w oparciu o wyglad. Potomstwo F1
nie powinno by¢ kojarzone, az do osiggniecia petnej
dojrzatosci ptciowe;.

Pary, ktére nie majg potomstwa, powinny byé
zbadane w celu stwierdzenia przyczyny nieptodnosci.
Konieczne moga by¢ takie procedury, jak dopuszcze-
nie do ponownego kojarzenia z innymi samcami lub
samicami, mikroskopowe badanie organéw rozrod-
czych oraz badanie cyklu rujowego lub spermatoge-
nezy.

1.4.7.3. Drugie kojarzenie

W pewnych przypadkach, takich jak zmiany liczeb-
nosci miotéw spowodowane narazeniem na badang
substancje lub obserwacja podobnych skutkdw
w pierwszym kojarzeniu zaleca si¢ ponowne skojarze-
nie dorostych P lub F1 w celu uzyskania drugiego mio-
tu. Zaleca sie ponowne kojarzenie samic lub samcow,
ktore nie wydaty miotu ze sprawdzonymi osobnikami
przeciwnej ptci. Jezeli wytworzenie drugiego miotu
jest uznane za konieczne w ktérymkolwiek pokoleniu
to zwierzeta powinny by¢ ponownie kojarzone mniej
wiecej tydzieh po odsadzeniu ostatniego miotu.

1.4.7.4. Wielkos¢ miotu

Zwierzetom nalezy pozwoli¢ na normalne wydanie
miotu i wychowywanie potomstwa, az do jego odsa-
dzenia. Standaryzacja rozmiaréw miotu jest postepo-
waniem opcjonalnym. Jezeli stosuje sie standaryzacje
miotow, to zastosowana metoda powinna by¢ szcze-
gotowo opisana.

1.5. Obserwacje
1.5.1. Obserwacje kliniczne

Ogolne obserwacije kliniczne powinny by¢ dokony-
wane codziennie, a w przypadku podawania sonda
czas przeprowadzenia obserwacji powinien uwzgled-
nia¢ przewidywany szczytowy okres nasilenia skutkow
po narazeniu. Zmiany w zachowaniu, objawy trudnej
lub przedtuzonej cigzy i wszystkie objawy cigzy powin-
ny by¢ zapisane. Ponadto bardziej szczegétowe bada-
nie kazdego zwierzecia powinno by¢ przeprowadzone
przynajmniej raz w tygodniu; najdogodniej uczynié to
podczas jego wazenia. Dwa razy dziennie, a podczas
weekendu raz dziennie wszystkie zwierzeta obserwuje
sie, poszukujgc zwierzagt w stanie agonalnym oraz pa-
dtych.

1.5.2. Masa ciata i spozycie paszy/wody osobnikéw ro-
dzicielskich

Samice rodzicielskie (P i F1) powinny by¢ zwazone
pierwszego dnia narazenia, a nastepnie przynajmniej
raz na tydzien. Samice rodzicielskie (P i F1) powinny
byé zwazone przynajmniej w 0, 7, 14 i 20 lub 21 dniu
cigzy, a podczas laktacji w tych samych dniach, w kto6-
rych odbywa sie wazenie mtodych, oraz w dniu
usmiercenia zwierzat. Obserwacje te powinny by¢ za-
pisywane dla kazdego dorostego zwierzecia oddziel-
nie. W okresie przed kojarzeniem i podczas cigzy mie-
rzone powinno byé spozycie paszy przynajmniej w od-
stepach tygodniowych. Jezeli badana substancja po-
dawana jest w wodzie, to spozycie wody powinno by¢
mierzone przynajmniej w odstepach tygodniowych.
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1.5.3. Cykl rujowy

Dtugosé cyklu rujowego i jego normalnosé ocenia
sie u samic P i F1 przez rozmazy pochwowe wykony-
wane przed kojarzeniem i opcjonalnie podczas koja-
rzenia, dopoki nie nastgpi skojarzenie. Podczas pobie-
rania komorek pochwowych/szyjki macicy nalezy by¢
ostroznym, by nie podraznié¢ btony s$luzowej i w na-
stepstwie nie sprowokowaé cigzy urojonej (zobacz po-
zycja 1 piSmiennictwa).

1.5.4. Parametry nasienia

W czasie zakonczenia dos$wiadczenia u wszyst-
kich samcéw P oraz F1 nalezy zapisa¢ mase jader
i najadrzy. Do badan histopatologicznych nalezy za-
chowaé po jednym z tych organdéw (zobacz pkt 1.5.7
i pkt 1.56.8.1). Pozostate jadra i najgdrza uzyskane
z przynajmniej 10 zwierzat z kazdej grupy samcow
P i F1 powinny byé¢ uzyte odpowiednio do policzenia
spermatyd odpornych na homogenizacje i zapaséw
nasienia z ogona najadrza. Od tych samych samcow
powinno pobraé sie nasienie z ogona najadrza lub na-
sieniowodéw w celu oszacowania jego ruchliwosci
i morfologii. Jezeli obserwuje sie skutki zwigzane z na-
razaniem lub gdy istnieja dowody z innych badan ta-
kich wptywdéw na spermatogeneze, to ocena nasienia
powinna zosta¢ dokonana u wszystkich samcow
w kazdej grupie narazanej; w pozostatych przypad-
kach liczenie moze ogranicza¢ sie do grupy kontrolnej
i grupy samcow P i F1 otrzymujacych substancje
w najwyzszej dawce.

Policzona powinna zostaé¢ catkowita liczba sper-
matyd jadrowych odpornych na homogenizacje oraz
liczba nasienia ogona najadrza (zobacz pozycje 2 i 3 pi-
$miennictwa). Zapasy nasienia ogona najadrza moga
by¢é oszacowane na podstawie stezenia i objetosci na-
sienia w zawiesinie stosowanej w oszacowaniach ja-
kosciowych, a takze ilosci nasienia odzyskanego
w czasie homogenizacji pozostatej tkanki ogona najg-
drza. Liczenie powinno byé wykonane na wybranej
grupie samcow ze wszystkich grup narazanych na-
tychmiast po usmierceniu zwierzat, chyba ze dokony-
wane sg zapisy video lub zapisy cyfrowe lub okazy sg
zamrazane, a analizy sg wykonywane poézniej. W tych
przypadkach grupy kontrole i grupy otrzymujace sub-
stancje w najwyzszej dawce powinny by¢ oceniane
w pierwszej kolejnosci. Jezeli nie obserwuje sie zad-
nych skutkéw zwigzanych z narazeniem (np. wptyw na
liczbe nasienia, jego ruchliwosé i morfologie), to inne
grupy narazane nie muszg by¢ analizowane. Gdy takie
skutki zostang jednak zauwazone w grupie otrzymuja-
cej substancje w najwyzszej dawce, to wtedy zwierze-
ta otrzymujace substancje w nizszych dawkach takze
muszg by¢ przeanalizowane.

Ruchliwo$¢ nasienia najadrza (lub nasieniowodu)
powinno sie oszacowacé lub filmowaé natychmiast po
usmierceniu zwierzat. Nasienie pobiera sie, minimali-
zujgc uszkodzenia i rozcienczajac do analizy ruchliwo-
$ci przy zastosowaniu uznanych metod (zobacz pozy-
cja 4 piSmiennictwa). Wielko$é procentowa ruchliwe-
go nasienia powinna zosta¢ okreslona subiektywnie
lub obiektywnie. Jezeli stosowana jest komputerowa

analiza ruchliwos$ci (zobacz pozycje 5, 6, 7, 8, 9i 10 pi-
$miennictwa), to wyliczenie ruchliwosci zalezy od pro-
gow sredniej predkosci wyznaczonych przez operato-
ra oraz prostoliniowosci lub indeksu liniowosci. Jezeli
probki sg filmowane (zobacz pozycja 11 pismiennic-
twa), lub obrazy zapisywane sg w inny sposéb w cza-
sie sekcji to ocenia sie jedynie grupe kontrolng i gru-
pe samcow P i F1 otrzymujacych substancje w najwyz-
szej dawce, jezeli nie obserwuje sie skutkéw zwigza-
nych z narazaniem; jezeli takie skutki istniejg, to zwie-
rzeta otrzymujace substancje w nizszych dawkach tak-
ze muszg byé analizowane. W przypadku braku filmo-
wania lub zapisu cyfrowego podczas sekcji powinny
by¢ analizowane wszystkie prébki wszystkich grup.

Nalezy wykonaé¢ morfologiczng analize probki na-
sienia najadrza (lub nasieniowodu). Nasienie (przynaj-
mniej 200 na probke) powinno sie bada¢ w postaci
utrwalonych mokrych preparatéw (zobacz pozycja 12
pismiennictwa) i klasyfikowaé¢ jako normalne lub nie-
normalne. Przyktadem morfologicznych nieprawidto-
wosci nasienia jest fuzja, oddzielone gtéwki, znie-
ksztatcone gtowki i/lub ogony. Szacowanie powinno
byé dokonane na wybranej podgrupie samcow
wszystkich grup narazanych natychmiast po usmier-
ceniu zwierzat lub z wykorzystaniem zapisu cyfrowego
lub filmowego w pézniejszym czasie. Rozmazy po
utrwaleniu takze mogag by¢ analizowane w pézniej-
szym terminie. W tych przypadkach w pierwszej kolej-
nosci analizuje sie grupe kontrolng i grupe zwierzat
otrzymujacych substancje w najwyzszej dawce. Jezeli
nie obserwuje sie skutkdw zwigzanych z narazaniem
(np. zmiany w morfologii), to zwierzeta z grup otrzy-
mujgcych substancje w innych dawkach nie musza
by¢ analizowane. Gdy takie skutki jednak wystepuja to
analizuje sie wszystkie zwierzeta otrzymujace substan-
cje we wszystkich dawkach.

Jezeli jakikolwiek z powyzszych parametréw na-
sienia byt analizowany jako cze$é badan toksycznosci
przynajmniej w badaniach 90-dniowych, to nieko-
niecznie musi by¢ on ponownie powtarzany w bada-
niu dwupokoleniowym. Zaleca sie jednak zachowanie
probek lub zapiséw cyfrowych nasienia pokole-
nia P w przypadku koniecznosci pdzniejszej analizy.

1.5.5. Potomstwo

Kazdy miot powinno sie zbadaé jak najszybciej po
porodzie (dzieh 0 laktacji) w celu ustalenia liczby i ptci
mtodych, martwych i zywych oraz wystepowania nie-
prawidtowosci. Mtode martwe w dniu zerowym, jeze-
li nie ulegty maceracji, powinny zosta¢ przebadane
pod katem mozliwych wad i przyczyn $mierci oraz po-
winny byé zachowane (utrwalone). Zywe mtode po-
winno sie policzy¢ i zwazy¢ pojedynczo tuz po urodze-
niu (dzien zerowy laktacji) lub w dniu 1 i w nastepnych
dniach, np. w dniu 4, 7, 14 i 21 laktacji. Nieprawidto-
wosci fizyczne lub behawioralne zaobserwowane
u samic lub potomstwa powinny by¢ zanotowane.

Fizyczny rozwdj potomstwa powinien byé zapisy-
wany gtéwnie na podstawie przyrostu masy ciata. Inne
parametry fizyczne (np. rozwarcie szpary powiekowej
i zewnetrznego przewodu stuchowego, wyrznigcie sie
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zebow, wzrost wiosdw) moga dostarczyé dodatkowych
informac;ji, ale dane te powinny by¢ szacowane w kon-
tekscie dojrzewania piciowego (np.: wiek i masa ciata
przy rozwarciu zewnetrznego ujscia pochwy i rozwoju
gruczotu napletkowego) (zobacz pozycja 13 piSmiennic-
twa). Badania czynnosciowe (aktywno$¢ motoryczna,
czynno$é sensoryczna, odruchy) pokolenia F1 przed
i po odsadzeniu, w szczegdlnosci te zwigzane z dojrze-
waniem ptciowym, sg zalecane, jezeli nie sg czescig
osobnych badan. Przy rozwarciu zewnetrznego ujscia
pochwy i rozwoju gruczotu napletkowego powinny byé
okreslone dla odsadzonych mtodych F1 wybranych do
kojarzenia. Odlegto$¢ anogenitalna powinna zostaé
zmierzona w dniu zerowym po urodzeniu u mto-
dych F2, jezeli spowodowane sa przez zmiany w sto-
sunku ptci F1 lub zmiany czasu dojrzewania ptciowego.

Obserwacje czynnosciowe mogg byé pominiete
w grupach, ktére przejawiajg wyrazne objawy szkodli-
wych skutkdw (np.: znaczacy spadek przyrostu masy).
Jezeli badania czynnosciowe sg wykonywane, to nie
powinny byé one robione na mtodych wybranych do
kojarzenia.

1.5.6. Ogdlne badania sekcyjne

Wszystkie zwierzeta rodzicielskie (P i F1) po zakon-
czeniu badania i zwierzeta padte podczas badania lub
wszystkie mtode, u ktdérych stwierdzono zewnetrzne
nieprawidtowosci lub nietypowe objawy kliniczne,
a takze przynajmniej jedno losowo wybrane mto-
de/pte¢/miot zaréwno z pokolenia F1, jak i F2 powinno
badaé¢ sie makroskopowo na wystepowanie wad roz-
wojowych lub zmian patologicznych. Szczegdlng uwa-
ge nalezy zwracaé¢ na narzady uktadu rozrodczego.
Mtode usmiercone w sposdb humanitarny lub bedace
w agonii i mtode martwe, jezeli nie podlegty macera-
cji, powinny by¢ przebadane pod wzgledem mozli-
wych wad i/lub przyczyn $§mierci oraz powinny by¢ za-
chowane (utrwalone).

Macice wszystkich samic pierwordédek powinny
byé¢ zbadane w sposdb, ktory nie wyklucza badan hi-
stopatologicznych, pod wzgledem obecnosci i liczby
miejsc zagniezdzen.

1.5.7. Masa narzadéw

Po zakonczeniu badania powinno sig okresli¢ ma-
se ciata wszystkich zwierzat oraz mase nastepujacych
narzadow wszystkich zwierzat rodzicielskich P i F1 (na-
rzady wystepujgce parami powinny by¢ wazone poje-
dynczo):

— macica, jajniki,
— jadra, najadrza (cate i ogon),
— prostata,

— pecherzyki nasienne z gruczotami koagulujgcymi
i ich ptyny oraz prostata (razem),

— moézg, watroba, nerki, $ledziona, przysadka, gru-
czoty tarczycowy i nadnercza oraz znane narzady
krytyczne.

Koncowe masy ciata powinny by¢ okreslone dla
mtodych pokolenia F1 i F2, ktére zostaty wybrane do
sekcji. Nastepujace narzady z jednego losowo wybra-
nego mtodego/pteé/miot (zobacz pkt 1.5.6) powinny
by¢ zwazone: mdzg, sledziona i grasica.

Wyniki sekcji i masy narzgdéw powinny by¢ osza-
cowane w kontekscie obserwacji poczynionych w in-
nych badaniach, jezeli byty one prowadzone.

1.5.8. Badania histopatologiczne
1.5.8.1. Zwierzeta rodzicielskie

Nastepujgce narzady i tkanki zwierzat rodziciel-
skich (P i F1), badz ich reprezentatywne prébki, powin-
ny byé¢ utrwalone i przechowywane w odpowiednim
medium do badan histopatologicznych:

— pochwa, macica z szyjka i jajniki (zachowane w od-
powiednim utrwalaczu),

— jedno jadro (zachowane w utrwalaczu Bouina lub
poréwnywalnym), jedno najadrze, pecherzyki na-
sienne, prostata i gruczot koagulujacy,

— uprzednio okreslone narzad(y) krytyczne wszyst-
kich zwierzat P i F1 wybranych do kojarzenia.

Petne wyniki badan histopatologicznych zachowa-
nych narzaddéw i tkanek podanych powyzej powinny
zostaé wykonane u wszystkich zwierzat P i F1 otrzymu-
jacych substancje w najwyzszej dawce i u zwierzat
z grupy kontrolnej wybranych do kojarzenia. Badanie
jajnikdw zwierzat P jest badaniem opcjonalnym. Na-
rzady wykazujace zmiany zwigzane z narazeniem po-
winny byé takze zbadane u zwierzat otrzymujacych
substancje w nizszych dawkach tak, aby wspomoc
oszacowanie NOAEL. Ponadto narzady rozrodcze
zwierzat otrzymujacych nizsze dawki, u ktérych mozna
podejrzewac¢ zmniejszong ptodnosé, np. takich, u kto-
rych nie dochodzito do kojarzenia lub nie dochodzito
do zaptodnienia, lub nie daty zdrowego potomstwa
badz tez u ktérych zmieniona byta cykliczno$é rujowa,
liczba nasienia, jego ruchliwo$é lub morfologia, po-
winny by¢ poddane badaniom histopatologicznym.
Wszystkie zwierzeta, u ktérych stwierdzono wigksze
uszkodzenia, takie jak atrofia lub guzy, powinny byé
takze zbadane.

Szczegotowe badania histopatologiczne jader (np.:
z zastosowaniem utrwalacza Bouina, techniki parafi-
nowej i wykonaniem przekrojow poprzecznych o gru-
bosci 4—5 pm) powinny byé przeprowadzone w celu
okreslenia skutkéw zwigzanych z narazeniem, takich
jak wstrzymane spermatydy, brakujace komorki na-
btonka lub ich rodzaje, wielojgdrowe komorki ogrom-
ne lub odpadanie tkanki komdrek spermatogenetycz-
nych w $wiatto przewodu (zobacz pozycja 14 piSmien-
nictwa). Badanie nienaruszonego najadrza powinno
sktada¢ sie z badania jego gtowy, trzonu i ogona, co
moze by¢ osiggniete w badaniu przekroju podtuzne-
go. Najadrze powinno by¢ przebadane pod wzgledem
infiltracji leukocytow, zmian wystepujacych w typach
komorek, rodzajow komorek niewtasciwych oraz fago-
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cytozy nasienia. Barwienie PAS i hematoksyling moze
by¢ stosowane w badaniu narzadéw rozrodczych
samcow.

Jajnik po okresie laktacji powinien zawieraé pier-
wotne i wzrastajgce pecherzyki, a takze duze ciatka
z6tte laktacji. Badanie histopatologiczne powinno wy-
kryé¢ jakosciowe niedobory populacji pecherzykow
pierwotnych. llosciowe oszacowanie pecherzykow
pierwotnych powinno by¢ przeprowadzone dla sa-
mic F1; liczba zwierzat, wybor przekrojéw jajnika oraz
rozmiar probki powinny byé statystycznie odpowied-
nie do zastosowanej procedury oszacowania. Dla po-
rownania jajnikow narazonych i kontrolnych badanie
powinno zawieraé¢ policzenie pecherzykéw pierwot-
nych, ktére moga by¢ liczone wspdlnie z matymi pe-
cherzykami wzrastajgcymi (zobacz pozycje 15, 16, 17,
18 i 19 piSmiennictwa).

1.5.8.2. Mtode odsadzone

Nietypowo wygladajace tkanki i narzady krytyczne
wszystkich mtodych, u ktérych wystapity nieprawidto-
wosci zewnetrzne lub nietypowe objawy kliniczne, a tak-
ze przynajmniej od jednego losowo wybranego mtode-
go/pteé/miot z pokolenia F1 i F2, ktore nie zostato wy-
brane do kojarzenia, powinny by¢ utrwalone i zachowa-
ne w odpowiednim medium do badan histopatologicz-
nych. Petna charakterystyka histopatologiczna zacho-
wanej tkanki powinna by¢ wykonana ze szczegdlnym
naciskiem potozonym na narzady uktadu rozrodczego.

2. WYNIKI
2.1. Opracowanie wynikow

Dane powinny by¢ zapisywane indywidualnie i ze-
stawiane w formie tabel. Nalezy wykaza¢ dla kazdej
badanej grupy i kazdego pokolenia liczbe zwierzat na
poczatku badania, liczbe zwierzat padtych podczas ba-
dania lub usmierconych z powodéw humanitarnych,
czas $mierci lub us$miercenia, liczbe zwierzat ptod-
nych, liczbe samic w cigzy, liczbe zwierzat wykazujg-
cych objawy toksycznosci, opis zaobserwowanych ob-
jawow toksycznosci, w tym czas ich pojawienia sig,
trwanie i nasilenie objawdéw, rodzaje zmian histopato-
logicznych i wszystkie inne znaczace dane.

Dane liczbowe powinny byé oszacowane wtasciwag
ogodlnie uznang metodg statystyczng; metody staty-
styczne powinny byé wybrane jako cze$é sktadowa
uktadu doswiadczalnego. Do analizowania danych
stosowane mogg byé modele statystyczne typu daw-
ka-odpowiedz. Sprawozdanie powinno zawieraé
szczegotowe informacje o metodzie analizy i zastoso-
wanym programie komputerowym, tak by niezalezny
recenzent/statystyk maégt odtworzyé przebieg analizy
i ponownie jg oszacowad.

2.2. Oszacowanie wynikow

Wyniki badania dziatanie toksyczne na rozrodczosé
w warunkach testu dwupokoleniowego powinny byé
ocenione pod wzgledem zaobserwowanych skutkow,
w tym wyniki sekcji i dane mikroskopowe. Oszacowacé

nalezy powigzanie, lub jego brak, pomiedzy dawka ba-
danej substancji i obecnoscig lub nieobecnoscia, wy-
stepowaniem i nasileniem nieprawidtowosci, w tym
powaznych uszkodzen zidentyfikowanych organéw
krytycznych, zmieniona ptodnos$é, nieprawidtowosci
kliniczne, zmieniong wydajnos$¢ reprodukcyjng i liczbe
miotéw, zmiany masy ciata, wptywy na $smiertelnosé
i inne skutki dziatania toksycznego. Podczas oszacowa-
nia wynikow powinno wzig¢ sie pod uwage wtasciwo-
$ci fizykochemiczne badanej substancji oraz, jezeli do-
stepne, to takze dane o toksykokinetyce.

Whtasciwie przeprowadzone badanie toksycznosci
reprodukcyjnej powinno umozliwi¢ przeprowadzenie
w zadowalajacy sposdb oszacowania poziomu bez wi-
docznych skutkdéw oraz umozliwié zrozumienie szko-
dliwych wptywoéw na rozmnazanie, cigze, laktacje, roz-
waoj poporodowy, w tym wzrost i rozwdj ptciowy.

2.3. Interpretacja wynikow

Badanie toksycznosci w tescie dwupokoleniowym
ma dostarczy¢ informacji na temat wptywow powta-
rzanego narazenia na substancje podczas wszystkich
faz cyklu reprodukcyjnego. W szczegdlnosci badanie
to dostarcza informacji o parametrach reprodukc;ji,
rozwoju, wzrostu i przezywalnosci potomstwa. Wyniki
badania powinny by¢ interpretowane w potaczeniu
z wynikami badan podprzewlektych, przedporodo-
wych rozwojowych, toksykokinetycznych i innych do-
stepnych. Wyniki niniejszego badania moga by¢ sto-
sowane w szacowaniu potrzeby dalszych badan sub-
stancji chemicznej. Ekstrapolacja uzyskanych wyni-
kéw na cztowieka jest wiarygodna tylko w ograniczo-
nym stopniu. Najlepiej stosowaé je do dostarczania
informacji o dopuszczalnym narazeniu cztowieka
i 0 poziomie bez widocznych skutkéw (zobacz pozycje
20, 21, 22 i 23 piSmiennictwa).

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie musi zawieraé¢ nastepujgce infor-
macje:

Badana substancja:

— stan fizyczny i gdy to ma znaczenie réwniez wia-
sciwosci fizykochemiczne,

— dane identyfikacyjne,
— czystosé.
Nosnik (jezeli byt stosowany):

— uzasadnienie wyboru nosnika, jezeli byt inny niz
woda.

Badane zwierzeta:
— gatunek/szczep,
— liczba, ptec¢ i wiek zwierzat,

— zrdédto pochodzenia, warunki przetrzymywania,
pasza, materiat uzywany na gniazdo itp.,
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— masy ciata poszczegdlnych zwierzat na poczatku
doswiadczenia.

Warunki badania:
— uzasadnienie wybranych dawek,

— szczegoty dotyczgce formulacji badanej substan-
cji/przygotowania pokarmu, osiggniete stezenie,

— trwatos$¢ i jednorodnosé uzywanego preparatu,

— szczegoty dotyczace podawania badanej substan-
cji,

— przeliczenie stezenia (ppm) badanej substanciji
z pokarmu/wody pitnej na dawke rzeczywistg
(mg/kg masy ciata/dzien), jezeli istnieje taka ko-
niecznosg,

— szczegOty dotyczgce paszy i wody pitnej.
Wyniki:

— spozycie paszy i, jezeli dostepne, to spozycie wody,
wykorzystanie paszy (przyrost masy ciata na gram
spozytej paszy) i spozycie materiatu badanego dla
zwierzat P i F1 z wyjatkiem okresu kojarzenia i przy-
najmniej ostatniej jednej trzeciej okresu laktacji,

— dane o absorpcji (jezeli dostepne),

— dane dotyczace masy ciata zwierzat P i F1 wybra-
nych do kojarzenia,

— masa ciata mtodych i liczebno$é miotow,

— masa ciata przy usmierceniu oraz wzgledne i bez-
wzgledne masy narzagddéw zwierzat rodzicielskich,

— istota, nasilenie i czas trwania obserwaciji klinicz-
nych (odwracalne czy nie),

— czas padniecia podczas badania lub czy zwierzeta
przezyty do zakonczenia badania,

— reakcja toksyczna wedtug ptci i dawki, w tym in-
deksy kojarzenia, ptodnosci, cigzy, porodu, zywot-
nosci i laktacji; sprawozdanie powinno wykazywaé
liczby zastosowane do obliczen tych indekséw,

— skutki toksyczne lub inne na reprodukcje, potom-
stwo, wzrost po porodzie itp.,

— wyniki sekc;ji,

— szczegotowy opis wszystkich zmian histopatolo-
gicznych,

— liczba samic P i F1 o normalnym cyklu rujowym
i dtugosé cyklu,

— catkowita liczba nasienia ogona najadrza, procent
nasienia ruchliwego, procent nasienia normalne-
go morfologicznie, procent nasienia w przypadku
kazdej zidentyfikowanej nieprawidtowosci,

— czas kojarzenia, w tym liczba dni potrzebnych do
skojarzenia,

— czas trwania ciazy,
— liczba zagniezdzen, ciatek zottych i rozmiar miotu,

— liczba zwierzat zywo narodzonych i strat po za-
gniezdzeniu,

— liczba mtodych z widocznymi nieprawidtowoscia-
mi, jezeli okreslona liczba skartowaciatych to nale-
zy podagé,

— dane o rozwoju poporodowym mtodych,

— dane o obserwacjach czynnosciowych u mtodych
i dorostych,

— statystyczna analiza wynikow.
Omoéwienie wynikow.

Whioski, w tym wartosci NOAEL dla skutéw dzia-
tania na potomstwo i na osobniki doroste.
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Zatacznik nr 9

B.42. UCZULANIE SKORY: PROBA NA MIEJSCOWYM WEZLE CHLONNYM

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 429 (2002).

1.1. Wstep

Préba na Miejscowym Wezle Chtonnym (PMWCh)
zostata wystarczajgco uwierzytelniona i zaakceptowa-
na, tak aby przyjaé¢ ja jako nowa metode badawczag
(zobacz pozycje 1, 2 i 3 piSmiennictwa). Jest to druga
metoda stuzaca ocenie potencjatu dziatania uczulajg-
cego substancji chemicznych na skére zwierzat. Inna
metoda opiera sie na badaniu na $winkach morskich,
a doktadniej jest to test maksymalizacji (B.6) i test Bu-
ehlera (zobacz pozycja 4 piSmiennictwa).

PMWCh jest metodga alternatywng dla wykrywania
substancji chemicznych dziatajacych uczulajaco na
skére lub dla potwierdzenia, ze substancje chemiczne
nie posiadajg znaczacego potencjatu wywotujacego
uczulanie skory. Nie oznacza to, ze w kazdym przypad-
ku mozna stosowaé PMWCh zamiast badan przepro-
wadzanych na $winkach morskich, ale raczej, ze préba
ta ma rowna wartos$é i moze byé stosowana jako alter-

natywna, gdy wyniki pozytywne i negatywne nie wy-
magaja z reguty dalszego potwierdzenia.

PMWCh ma pewne zalety zaréwno z punktu wi-
dzenia postepu naukowego, jak i dobrostanu zwierzat.
W metodzie tej bada sie faze indukcji uczulania skoéry
i uzyskuje ilosciowe dane przydatne w szacowaniu za-
leznosci dawka-odpowiedz. Szczegoty walidacji
PMWCh i przeglad towarzyszacych prac opublikowa-
no w pismiennictwie (zobacz pozycje b, 6, 7 i 8 pi-
$miennictwa). Ponadto nalezy odnotowadé, ze substan-
cje dziatajace tagodnie/umiarkowanie uczulajaco, kté-
re sg zalecane jako odpowiednie do kontroli pozytyw-
nej w metodach badan na swinkach morskich, rowniez
sg odpowiednie w PMWCh (zobacz pozycje 6, 8 i 9 pi-
$miennictwa).

PMWCh jest metoda in vivo i w konsekwencji nie
eliminuje stosowania zwierzat w ocenie kontaktowej
aktywnosci uczulajacej. Potencjalnie moze jednak
zmniejszy¢ liczbe zwierzat potrzebnych do osiggniecia
tego celu. Ponadto PMWCh stwarza znacznie tagod-
niejsze warunki, w jakich zwierzeta sg stosowane
w kontaktowym badaniu uczulenia. PMWCh opiera sie
na immunologicznych zjawiskach stymulowanych
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przez substancje chemiczne w fazie indukcyjnej uczu-
lania. W przeciwienstwie do badan na $winkach mor-
skich PMWCh nie wymaga wywotywania reakcji nad-
wrazliwosci skérnej. Ponadto PMWCh nie wymaga
stosowania adjuwanta, tak jak w metodzie maksyma-
lizacji na $winkach morskich. Dlatego PMWCh zmniej-
sza obcigzenie zwierzat. Pomimo zalet PMWCh w po-
rownaniu do tradycyjnej metody na $winkach mor-
skich, istniejg jednak pewne ograniczenia zmuszajace
do zastosowania tradycyjnej metody z $winkami mor-
skimi (np. fatszywie negatywne wyniki dla niektérych
metali w PMWCh, fatszywie pozytywne wyniki z nie-
ktéorymi substancjami draznigcymi skére) (zobacz po-
zycja 10 pismiennictwa).

Zobacz takze Wprowadzenie czesé B.

1.2. Zasada metody badawczej

Zasada lezaca u podstaw PMWCh jest to, ze sub-
stancje uczulajagce pobudzajg pierwotne namnazanie
sie limfocytéw w wezle chtonnym poddanemu miej-
scowemu dziataniu substancji chemicznej. Namnaza-
nie to jest proporcjonalne do podanej dawki (i do po-
tencjatu alergenu) i daje prosty sposdb otrzymania
obiektywnego, ilosciowego pomiaru uczulenia.
W PMWCh namnazanie to wycenia sie jako zaleznosé
dawka-odpowiedz, a namnazanie w grupach naraza-
nych poréwnuje sie z namnazaniem w grupie kontrol-
nej z no$nikiem. Oznaczany jest stosunek namnazania
w grupach narazanych i grupie kontrolnej, ktéry nazy-
wany jest Wskaznikiem Stymulacji (WS). Aby badana
substancja mogfa byé oceniona jako potencjalnie
uczulajgca skdre, musi on wynosié¢ przynajmniej trzy.
W opisanej metodzie do pomiardw namnazania sie
komoérek stosuje sie substancje znaczone radioaktyw-
nie. Mozna jednak stosowaé inne sposoby do szaco-
wania namnazania sie komoérek, pod warunkiem ze
jest to umotywowane i znajduje odpowiednie popar-
cie naukowe, zawierajgce petne cytowania i opis me-
todologii.

1.3. Opis metody badawczej
1.3.1. Przygotowania

1.3.1.1. Warunki przetrzymywania i karmienia zwierzat

Temperatura w pomieszczeniach doswiadczalnych
powinna wynosi¢ 22+3 °C. Wilgotnos¢ wzgledna po-
winna wynosi¢ 50—60 %, przy dopuszczalnych od-
chyleniach miedzy 30 % a 70 % (wyzsza wartosc¢ jedy-
nie podczas czyszczenia pomieszczen). Nalezy stoso-
waé sztuczne oswietlenie: 12 godzin swiatta i 12 go-
dzin ciemnosci. Do karmienia zwierzat powinna by¢
stosowana typowa pasza laboratoryjna, nalezy zapew-
ni¢ nieograniczony dostep do wody.

1.3.1.2. Przygotowanie zwierzat

Zwierzeta nalezy dobieraé¢ losowo, znakowaé dla
umozliwienia indywidualnej identyfikacji (lecz nie za
pomocya jakiegokolwiek znakowania uszu), przetrzy-
mywac w klatkach przynajmniej 5 dni przed rozpocze-

ciem podawania substancji w celu aklimatyzacji do
warunkow laboratoryjnych. Przed rozpoczeciem do-
swiadczenia nalezy sprawdzi¢ wszystkie zwierzeta, dla
upewnienia sig, czy nie posiadajg widocznych uszko-
dzen skory.

1.3.2. Warunki badania
1.3.2.1. Zwierzeta doswiadczalne

W tym badaniu gatunkiem z wyboru jest mysz. Na-
lezy uzy¢ do badan samice myszy szczepu CBA/Ca lub
CBA/J, ktore sg dziewicze i nieciezarne. Przy rozpocze-
ciu badania zwierzeta powinny by¢ w wieku 8—12 ty-
godni, a réznica w masie ciata zwierzat powinna by¢
jak najmniejsza i nie przekraczaé 20 % s$redniej masy.
Mozna uzywac innych szczepéw i samcow, gdy sg wy-
starczajgce dane dla wykazania, ze nie istniejg istotne
specyficzne réznice w odpowiedzi w PMWCh zalezne
od szczepu i/lub ptci.

1.3.2.2. Sprawdzenie wiarygodnosci

Do wykazania wtasciwego przeprowadzenia préby
i kompetencji laboratorium do prawidtowego wyko-
nania doswiadczenia stosuje sie kontrole pozytywna.
Kontrola pozytywna powinna da¢ w PMWCh pozytyw-
ng odpowiedZz na poziomie narazenia, dla ktérego
przewiduje sie wzrost wskaznika stymulacji (WS) >3
w stosunku do kontroli negatywnej. Dawke w kontroli
pozytywnej nalezy dobraé tak, by indukcja byta wyraz-
na, lecz nie nadmierna. Zalecanymi substancjami sa
aldehyd heksylocynamonowy (No CAS 101-86-1, No
EINECS 202-983-3) i merkaptobenzotiazol (No CAS
149-30-4, No EINECS 205-736-8). W okreslonych wa-
runkach, po odpowiednim uzasadnieniu, mozna uzy¢
innych substancji kontrolnych spetniajgcych powyz-
sze kryteria. Kontrola pozytywna wymagana jest za-
zwyczaj w kazdym dos$wiadczeniu, lecz moga by¢ sy-
tuacje, gdy laboratoria badawcze posiadajg dane ar-
chiwalne dotyczace kontroli pozytywnej, wskazujgce
na stato$é zadowalajacych reakcji przez okres szesciu
miesiecy lub dtuzszy. W takich sytuacjach rzadsze
sprawdzanie za pomocg kontroli pozytywnej jest wta-
$ciwe, lecz w odstepach nie dtuzszych niz 6 miesiecy.
Chociaz pozytywna kontrole substancji nalezy spraw-
dzaé w nosniku, o ktérym wiadomo, ze wywotuje sta-
ta odpowiedz (np. aceton: oliwa z oliwek), to moga
wystgpi¢ szczegolne okolicznosci okreslone w odreb-
nych przepisach, w ktérych bedzie réowniez konieczne
przebadanie w niestandardowym nosniku (odpowied-
nia formulacja o znaczeniu klinicznym/chemicznym).
W takich sytuacjach nalezy przebadaé mozliwg inte-
rakcje pozytywnej kontroli z niekonwencjonalnym no-
$nikiem.

1.3.2.3. Liczba zwierzat, poziom dawkowania i wybor
nosnika

Nalezy stosowaé minimum po cztery zwierzeta
w grupach narazanych i co najmniej trzy stezenia ba-
danej substancji, grupe kontroli negatywnej otrzymu-
jacej jedynie nosnik badanej substanciji i grupe kontro-
li pozytywnej, o ile stosowne. W przypadkach, w kto-
rych wycenia sie dane indywidualnych zwierzat, nale-
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zy stosowaé¢ minimum pieé zwierzat w grupie. Zwie-
rzeta z grup kontrolnych nalezy traktowaé¢ w ten sam
sposob jak z grup narazonych, z wyjgtkiem podawania
badanej substancji.

Dobdr dawek i nosnika nalezy opieraé¢ o zalecenia
z publikacji (zobacz pozycja 1 piSmiennictwa). Dawki
nalezy dobraé z serii stezen 100 %, 50 %, 25 %, 10 %,
5%, 25 %, 1 %, 0,5 % itd. Gdy sa dostepne wyniki
ostrej toksycznosci skérnej i draznienia skoéry, nalezy
je bra¢ pod uwage przy doborze tych trzech kolejnych
stezen tak, by przy narazeniu na najwyzsze stezenie
unikngé toksycznosci ogdélnoustrojowej i nadmierne-
go miejscowego podraznienia skéry (zobacz pozycje 2
i 11 piSmiennictwa).

Nosnik nalezy dobiera¢, uwzgledniajgc maksymal-
ne stezenia substancji stosowanej w badaniu i maksy-
malng rozpuszczalnosé, by mozna uzyskaé roztwo-
ry/zawiesiny odpowiednie dla podawania badanej
substancji. Zaleca sie nosniki w nastepujacej kolejno-
$ci: aceton/oliwa z oliwek (4:1 v/v), dimetyloformamid,
keton metyloetylowy, propylenoglikol i dimetylosulfo-
tlenek (zobacz pozycje 2 i 10 piSmiennictwa), ale mo-
ga by¢ réowniez stosowane inne nosniki, o ile dyspo-
nuje sie o nich odpowiednig wiedza naukowa. W nie-
ktorych przypadkach konieczne moze byé uzywanie,
jako dodatkowej kontroli, rozpuszczalnika stosowane-
go jako materiat do formulacji handlowej badanej
substancji lub rozpuszczalnika waznego z klinicznego
punktu widzenia. W szczegdlnosci nalezy zapewnic,
aby materiaty hydrofilne byty podawane z zastosowa-
niem nosnika, ktéry zwilza skdre i nie sptywa natych-
miast. Dlatego nalezy unika¢ stosowania jedynie wod-
nych nosnikow.

1.3.3. Sposdb postepowania
1.3.3.1. Plan doswiadczenia

Plan doswiadczenia jest nastepujacy:
— Dzien 1:

Ustalanie i zapisywanie indywidualnej masy ciata
dla kazdego zwierzecia. Nanoszenie 25 ul odpo-
wiedniego roztworu badanej substancji, samego
nosnika lub kontroli pozytywnej (jezeli sg stosowa-
ne) na grzbietowa strone kazdego ucha zwierzecia.

— Dzien 2i 3:

Powtdrzyé procedure nanoszenia jak w dniu 1.
— Dzien 4 5:

Brak narazenia.
— Dzien 6:

Zapisaé mase ciata kazdego zwierzecia. Kazdej
myszy, ktérej podawano substancje, i myszy z gru-
py kontrolnej wstrzykngé do zyty ogonowej po
250 ul roztworu buforu fosforanowego (PBS) za-
wierajgcego 20 uCi (7,4e+8 Bq) 3H-metylotymidy-
ny. Alternatywnie wstrzyknaé 250 (I roztworu PBS
zawierajgcego 2 uCi (7,4e+7 Bq) '?°l-jododeoksy-

urydyny i 107® M fluorodeoksyurydyny wszystkim
myszom do zyty ogonowe;j.

Po pieciu godzinach zwierzeta nalezy us$miercié.
Zwierzetom narazonym na substancje nalezy
z kazdego ucha wycigé przyuszne wezty chtonne
i zanurzy¢ w PBS. Z kazdej badanej grupy (badanie
w sposoOb grupowy) alternatywnie nalezy wyciagé
pary weztdw chtonnych od kazdego zwierzecia
i zanurzyé w PBS osobno dla kazdego zwierzecia
(sposéb indywidualny). Szczegoty i wykresy iden-
tyfikacji weztéw i analizy mozna znalezé¢ w zatacz-
niku | do pozycji piSmiennictwa (zobacz pozycja 10
pi$miennictwa).

1.3.3.2. Przygotowanie zawiesiny komorek

Zawiesiny komodrek wezta chtonnego otrzymane
ze zwierzat, badanych zaréwno grupowo lub jak i od
pojedynczych zwierzat, przygotowuje sie poprzez ta-
godne mechaniczne rozdrobnienie na nierdzewnej
siatce stalowej o oczkach 200 um. Komorki wezta
chtonnego przemywa sie dwukrotnie PBS dodanym
w nadmiarze i wytrgca 5 % kwasem trichloroocto-
wym (TCA) w temp. 4 °C przez 18 godzin (zobacz po-
zycja 2 pismiennictwa). Granulki nalezy ponownie za-
wiesi¢ w 1 ml kwasu trichlorooctowego i przeniesé do
fiolki scyntylacyjnej zawierajacej 10 ml ptynu scyntyla-
cyjnego dla zliczenia 3H, lub przenie$é bezposrednio
do probowki pomiaréw gamma dla zliczenia 1251,

1.3.3.3. Oznaczanie namnazania sie komorek (radioak-
tywnosc¢ zwigzana)

Zwiazanie 3H-metylotymidyny mierzy sie za pomo-
ca licznika B-scyntylacyjnego jako liczbe rozpadéw na
minute. Zwigzanie 2° |-jododeoksyurydyny mierzy sie
za pomoca licznika 29| scyntylacyjnego i wyraza sie
rowniez w postaci liczby rozpadéw na minute. W za-
leznosci od stosowanego sposobu badania wigzania
wyraza sie w postaci liczby rozpadéw na minute/nara-
zana grupa (sposob grupowy) lub rozpad na minu-
te/zwierze (sposob indywidualny).

1.3.3.4. Obserwacje
1.3.3.4.1. Obserwacje kliniczne

Zwierzeta nalezy obserwowac starannie raz w cia-
gu dnia pod katem objawoéw klinicznych albo miejsco-
wego draznienia w miejscach podania lub toksyczno-
sci ogolnoustrojowej. Wszystkie obserwacje tacznie
z zapisami dla pojedynczych zwierzat nalezy systema-
tycznie zapisywac.

1.3.3.4.2. Masa ciata

Jak podano w pkt 1.3.3.1, masy ciata pojedynczych
zwierzat nalezy ustala¢ na poczatku doswiadczenia
i przed planowym usmierceniem zwierzat.

1.3.4. Obliczanie wynikéw

Wyniki nalezy wyrazi¢ w formie Wskaznika Stymu-
lacji (WS). Gdy stosuje sie sposob grupowy, WS otrzy-
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muje sie dzielac, zwigzang radioaktywnos$¢ dla kazdej
narazanej grupy przez przytaczong radioaktywnosé
grupy kontrolnej z nosnikiem; to daje sredni WS. Gdy
stosuje sie sposob indywidualny, WS oblicza sie, dzie-
lac sredni rozpad na minute/mysz w ramach kazdej
narazanej grupy i grupe pozytywnej kontroli przez
$redni rozpad na minute/mysz dla grupy kontrolnej
rozpuszczalnik/no$nik. Sredni WS dla grup kontrol-
nych z nosnikiem wynosi wtedy 1.

Zastosowanie sposobu indywidualnego do wyli-
czenia WS umozliwia przeprowadzenie statystycznej
analizy wynikéw. Przy wyborze odpowiedniej metody
analizy statystycznej badacz musi by¢ swiadomy moz-
liwych nierdwnosci wariancji i innych zwigzanych
z tym problemdw, co moze wymagaé przetworzenia
danych lub zastosowania nieparametrycznej analizy
statystycznej. Za pomoca odpowiedniego sposobu in-
terpretacji nalezy ocenié wszystkie indywidualne dane
narazanych i kontrolnych zwierzat i dopasowac na tej
podstawie stosowng krzywa zaleznosci dawka-odpo-
wiedz, biorgc pod uwage przedziaty ufnosci (zobacz
pozycje 8, 12 i 13 piSmiennictwa). Jednak badacz mu-
si uwazaé na mozliwe skrajne reakcje indywidualnych
zwierzgt wewnatrz grup, co moze wymagacé stosowa-
nia alternatywnych miar reakcji (np. raczej mediany,
a nie $redniej) lub eliminowania skrajnych danych.

Proces podejmowania decyzji odnos$nie pozytyw-
nej reakcji obejmuje WS =3, tagcznie z rozwazeniem re-
akcji dawka-odpowiedz, i, o ile stosowne, istotnosci
statystycznej (zobacz pozycje 3, 6, 8, 12 i 14 piSmien-
nictwa).

Jezeli zachodzi potrzeba objasnienia otrzymanych
wynikéw, nalezy zwrdécié uwage na rozne wtasciwosci
badanej substancji, w tym strukturalne podobienstwo
do znanych substancji uczulajgcych skore, czy zdol-
nosé¢ powodowania silnego draznienia skéry i rodzaj
reakcji dawka-odpowiedz. Te i inne okolicznosci dys-
kutowane sg szczegétowo w innym miejscu (zobacz
pozycja 7 piSmiennictwa).

2. WYNIKI

Wyniki nalezy zestawié¢ w formie tabel, wykazujac
srednie i pojedyncze wartosci rozpadu na minute
i wskazniki stymulacji dla kazdej badanej grupy
(w tym grupa kontrolna z nosnikiem).

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie powinno zawiera¢ nastepujace in-
formacje:

Badana substancja:

— dane identyfikacyjne (np. numer CAS (jezeli jest
dostepny); zrédto pochodzenia; stopien czystosci;
znane zanieczyszczenia; numer serii),

— stan skupienia i wiasciwosci fizykochemiczne (np.
lotnosé, trwatosé, rozpuszczalnosé),

— w przypadku mieszanin sktad i zawartos$é sktadni-
kéw.

Nosnik:
— dane identyfikacyjne (stopien czystosci; stezenie,
o ile dotyczy; stosowana objetosé),

— uzasadnienie wyboru nos$nika.

Zwierzeta doswiadczalne:
— szczep stosowanych myszy,
— stan mikrobiologiczny zwierzat, jezeli jest znany,
— liczba, wiek i pte¢ zwierzat,

— zréodto pochodzenia, warunki przetrzymywania,
pasze itd.

Warunki przeprowadzania badania:

— szczegoty przygotowania badanej substancji i jej
podawanie,

— uzasadnienie wyboru dawek (tgcznie z wynikami
testu poszukiwania zakresu dawek, jezeli prowa-
dzono); stosowane stezenia badanej substancji
i nosnika i ogdlna ilosé podawanej substancji,

— szczegoty jakosci paszy i wody (fgcznie z typem
paszy i zrodtem dostawy, zrédto wody).

Sprawdzenie wiarygodnosci:

— podsumowanie wynikéw ostatniego sprawdzenia
wiarygodnosci, facznie z informacjami o substan-
cji, stezeniu i stosowanym nosniku,

— roéwnolegle uzyskane i/lub archiwalne pozytywne
i negatywne dane kontrolne dla badajgcego labo-
ratorium.

Wyniki:

— indywidualne masy ciata zwierzat na poczatku na-
razenia i przy planowanym ich usmiercaniu;

— tabela z podaniem wartosci $redniej/mediany
(sposéb grupowy) lub indywidualnych (sposéb in-
dywidualny) rozpadu na minute, jak réwniez za-
kres wartosci dla obu sposobdw i wskaznikéw sty-
mulacji dla kazdej badanej grupy (tacznie z kontro-
Ig nos$nika),

— analiza statystyczna, gdy byta stosowana,

— czas wystgpienia i objawy toksyczne, wtgcznie
z podraznieniem skdory w miejscu natozenia, gdy
wystapito, dla kazdego zwierzecia.

Dyskusja wynikow:

— krotki komentarz do wynikow, do analizy zalezno-
$ci dawka-odpowiedz i analizy statystycznej, gdy
byty stosowane, z wnioskiem czy badana substan-
cja moze by¢ uznana za uczulajgcga skore.
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Zatacznik nr 10

B.43. BADANIE NEUROTOKSYCZNOSCI NA GRYZONIACH

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 424 (1997).

Badanie przeprowadzone zgodnie z niniejszg me-
toda badawczg ma na celu dostarczenie informacji ko-
niecznych dla potwierdzenia lub dalszego scharakte-
ryzowania potencjalnej neurotoksycznosci substancji
chemicznych u dorostych zwierzat. Moze ona by¢ fa-
czona z innymi metodami badawczymi przy powtarza-
nym podawaniu dawki badz tez moze byé¢ wykonywa-
na jako oddzielne badanie. W projektowaniu badanh

opartych o niniejszg metode badawczg zaleca sie ko-
rzystanie z Dokumentu Przewodniego OECD dotycza-
cego strategii i metod badawczych neurotoksycznosci
(zobacz pozycja 1 piSmiennictwa). Jest to szczegdlnie
wazne, gdy dokonuje sie modyfikacji obserwacji i pro-
cedur badawczych zalecanych przy rutynowym stoso-
waniu niniejszej metody. Dokument Przewodni zostat
przygotowany dla utatwienia wyboru innych procedur
badawczych stosowanych w szczegélnych okoliczno-
Sciach.

Oszacowanie neurotoksycznos$ci rozwojowej nie
jest przedmiotem niniejszej metody.
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1.1. Wstep

W szacowaniu i ocenie toksycznego charakteru
substancji chemicznych wazne jest, aby wzigé pod
uwage potencjalne wystgpienie skutkdw neurotok-
sycznych. Juz metoda badawcza przy powtarzanym
podawaniu dawki uwzglednia obserwacje pod katem
potencjalnej neurotoksycznosci. Niniejsza metoda ba-
dawcza moze byé stosowana w planowaniu badania
majacego na celu uzyskanie dalszych informacji, badz
ich potwierdzeniu, co do skutkédw neurotoksycznych
obserwowanych w badaniach toksycznosci przy po-
wtarzanym narazeniu. Uwzglednienie jednak mozliwej
neurotoksycznosci pewnych klas substancji chemicz-
nych moze sugerowad, ze jest ona bardziej wtasciwie
oszacowana przez niniejsza metode bez wczesniej-
szych ustalen mozliwej neurotoksycznosci w bada-
niach przy powtarzanym dawkowaniu. Takie rozwaza-
nia zawieraja na przyktad:

— obserwacje objawéw neurologicznych lub zmian
neuropatologicznych w badaniach toksycznosci
innych niz te z powtarzanym dawkowaniem lub

— strukturalne pokrewienstwo lub inne informacje
taczace je ze znanymi substancjami o dziataniu
neurotoksycznym.

Ponadto moga wystgpié inne przypadki, gdy zasto-
sowanie niniejszej metody badawczej jest wtasciwe;
dalsze szczegoty mozna znalezé w pismiennictwie (zo-
bacz pozycja 1 piSmiennictwa).

Niniejszag metode opracowano w taki sposdb, aby
mogta by¢ przystosowana do spetnienia szczegdlnych
potrzeb, potwierdzi¢ specyficzng neurotoksycznos¢ hi-
stopatologiczng lub behawioralng substancji chemicz-
nej, a takze dostarczyé¢ charakterystyke i ocene iloscio-
wa reakcji neurotoksycznych.

W przesztosci neurotoksycznos$é przyréwnywano
do neuropatii obejmujacej zmiany neuropatologiczne
lub zaburzenia neurologiczne, takie jak napad padacz-
kowy, paraliz lub drzenie. Chociaz neuropatia jest waz-
nym objawem neurotoksycznosci to obecnie oczywi-
stym jest, ze istnieje wiele innych objawow toksyczno-
$ci w uktadzie nerwowym (np.: utrata koordynacji mo-
torycznej, ostabienie czucia, zaburzenia w uczeniu i za-
pamietywaniu), ktére nie majg odbicia w neuropatii
lub innych rodzajach badan.

Niniejsza metoda badawcza dotyczaca neurotok-
sycznosci przeznaczona jest do wykrywania gtéwnych
skutkéw neurobehawioralnych i neuropatologicznych
u dorostych gryzoni. Podczas gdy skutki behawioral-
ne, nawet pod nieobecno$¢ zmian morfologicznych,
moga odzwierciedlaé¢ szkodliwy wptyw na organizm,
to nie wszystkie zmiany behawioralne sg specyficzne
dla uktadu nerwowego. Dlatego kazda obserwowana
zmiana powinna by¢ oszacowana w potaczeniu z da-
nymi histopatologicznymi, hematologicznymi lub bio-
chemicznymi, jak rowniez wynikami innego rodzaju
badan toksycznosci uktadowej. Do badan ujetych
w niniejszej metodzie majgcych na celu dostarczenie
charakterystyki i oceny ilosciowej reakcji neurotok-

sycznych zalicza sie procedury histopatologiczne i be-
hawioralne, ktére moga byé dalej uzupetnione przez
badania elektrofizjologiczne i/lub biochemiczne (zo-
bacz pozycje 1, 2, 3 i 4 piSmiennictwa).

Substancje neurotoksyczne moga dziata¢ na wiele
miejsc w obrebie uktadu nerwowego za pomocg wie-
lu mechanizméw. Zaden pojedynczy zestaw testow
nie jest w stanie w petni oszacowac potencjatu neuro-
toksycznego wszystkich substancji chemicznych, dla-
tego konieczne moze byé zastosowanie innych badan
in vivo lub in vitro specyficznych dla rodzaju obserwo-
wanej lub przewidywanej neurotoksycznosci.

Niniejsza metoda badawcza moze by¢ takze stoso-
wana w potgczeniu z wytycznymi zawartymi w Doku-
mencie Przewodnim OECD na temat strategii i metod
badawczych neurotoksycznosci (zobacz pozycja 1 pi-
$miennictwa), do planowania badan zamierzajgcych
dalej charakteryzowaé¢ lub zwigkszaé¢ czuto$é oceny
ilosciowej typu dawka-odpowiedz lub lepiej oszaco-
wacé poziom bez obserwowanego szkodliwego dziata-
nia lub uzasadnié znane lub spodziewane zagrozenia
powodowane przez substancje. Na przyktad mozna
zaplanowaé¢ badanie majace na celu identyfikacje
i oszacowanie mechanizmow neurotoksycznych lub
uzupetnié¢ dane juz istniejgce z podstawowych obser-
wacji neurobehawioralnych i neuropatologicznych.
Takie badania nie muszg powtarza¢ danych, ktére by-
tyby wygenerowane z zastosowania standardowych
procedur niniejszej metody, jezeli takie dane juz istnie-
ja i nie sg uwazane za niezbedne do interpretacji wy-
nikow badania.

Badanie neurotoksycznosci, wykonywane osobno
lub w potaczeniu, dostarcza informacji, ktére moga:

— stwierdzaé, czy badana substancja dziata na uktad
nerwowy w sposob odwracalny lub nieodwracalny,

— przyczyni¢ sie do charakterystyki zmian w ukta-
dzie nerwowym towarzyszacym narazeniu na ba-
dang substancje i do zrozumienia mechanizmoéw
lezacych u podstaw tych zmian,

— okresli¢ zaleznosci miedzy wielkoscig dawki a cza-
sem wystagpienia odpowiedzi (reakcji) celem osza-
cowania poziomu bez obserwowanego dziatania
szkodliwego (stosowanego do okreslenia kryte-
riow bezpieczenstwa substancji chemicznej).

Niniejsza metoda badawcza opiera sie na podawa-
niu badanej substancji drogg pokarmowa. Inne drogi
podawania (np.: przez skore lub droga inhalacyjng) mo-
ga by¢ bardziej wtasciwe, ale moga wtedy wymagacé
modyfikacji zalecanych procedur. Wybdr drogi poda-
wania zalezy od sposobu narazenia cztowieka i dostep-
nych informacji toksykologicznych lub kinetycznych.

1.2. Definicje

Szkodliwy skutek: jest kazdg zmiang w stosunku
do wyjsciowej zalezng od narazenia, ktéra zmniejsza
zdolnosé organizmu do przezycia, rozmnazania sie lub
przystosowania do srodowiska.
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Dawka: jest iloscig podanej substancji. Dawke wy-
raza sie jako mase (np. mg) lub jako mase badanej
substancji na jednostke masy zwierzecia doswiadczal-
nego (np. mg/kg), lub jako state stezenie w paszy.

Dawkowanie: jest pojeciem ogdlnym obejmuja-
cym dawke, jej czestotliwosé i czas trwania jej poda-
wania.

Neurotoksycznosé: jest szkodliwg zmiang w struk-
turze lub funkcjonowaniu uktadu nerwowego, ktéra
wynika z narazenia na czynnik biologiczny, chemiczny
lub fizyczny.

Czynnik neurotoksyczny: to kazdy czynnik biolo-
giczny, chemiczny lub fizyczny posiadajacy mozliwosé
spowodowania neurotoksycznosci.

NOAEL: skrét dla poziomu dawkowania bez obser-
wowanego szkodliwego skutku, jest to najwyzszy po-
ziom dawki, przy ktérym nie obserwuje sie szkodli-
wych skutkéw zwigzanych z narazeniem.

1.3. Zasada metody badawczej

Badana substancja podawana jest drogg pokar-
mowa w szeregu dawek kilku grupom gryzoni labora-
toryjnych. Wymagane jest powtarzane podawanie da-
wek, a czas dawkowania powinien by¢ 28-dniowy,
podprzewlekty (90 dni) lub przewlekty (1 rok lub dtu-
zej). Procedury przedstawione w niniejszej metodzie
badawczej moga byé¢ takze wykorzystane do badania
ostrej neurotoksycznosci. Zwierzeta sg badane celem
wykrycia lub scharakteryzowania nieprawidtowosci
behawioralnych i/lub neurologicznych. Rozpietosé
zmian behawioralnych, ktére moga byé spowodowa-
ne przez substancje neurotoksyczng, jest okreslana
w kazdym okresie obserwacji. Pod koniec badania
czesé zwierzat kazdej ptci z kazdej grupy poddaje sie
perfuzji in situ i wykonuje sekcje moézgu, rdzenia kre-
gowego i nerwow obwodowych.

Gdy doswiadczenie jest prowadzone jako samo-
dzielne badanie stuzgce stwierdzeniu neurotoksyczno-
$ci lub charakterystyce skutkdw neurotoksycznych, to
zwierzeta w kazdej grupie nieuzyte do perfuzji i badan
histopatologicznych (zobacz tabela B.43.1) moga byé
uzyte do specyficznych badan neurobehawioralnych,
neuropatologicznych, neurochemicznych lub elektro-
fizjologicznych, ktoére uzupetnia dane otrzymane
w standardowych badaniach wymaganych przez ni-
niejszg metode (zobacz pozycja 1 piSmiennictwa). Te
dodatkowe procedury moga byé szczegdlnie uzytecz-
ne, gdy obserwacje empiryczne lub przewidywane
skutki wskazujg na specyficzny rodzaj lub cel neuro-
toksycznosci substancji chemicznej. Pozostate zwie-
rzeta moga byc¢ takze stosowane alternatywnie do
oszacowan, takich jak te podane w metodach badaw-
czych przy powtarzanym dawkowaniu na gryzoniach.

Gdy postepowanie wedtug niniejszej metody jest
taczone z postepowaniem wymaganym przez te inne
metody, to wtedy potrzebna jest wystarczajgca liczba
zwierzat, by zapewnié obserwacje w obydwu bada-
niach.

1.4. Opis metody badawczej
1.4.1. Wybor gatunku zwierzat

Zalecanym gatunkiem gryzoni jest szczur, chociaz
inne gatunki gryzoni rowniez moga by¢ stosowane po
odpowiednim uzasadnieniu. Stosowaé nalezy po-
wszechnie uzywane szczepy laboratoryjne mtodych,
zdrowych zwierzat. Samice powinny by¢ dziewicze
i nieciezarne. Dawkowanie powinno rozpoczgé sie jak
najszybciej po odstawieniu nie pdézniej niz w wieku
6 tygodni, a w zadnym przypadku w wieku ponad 9 ty-
godni. Jezeli jednak niniejsze badanie jest tgczone
z innymi, to wymagania co do wieku zwierzat moga
ulec pewnym modyfikacjom. Na poczagtku doswiad-
czenia roznica masy ciata nie powinna przekraczaé
+20 % s$redniej masy ciata kazdej pfci. Jezeli doswiad-
czenie krétkoterminowe z powtarzanym dawkowa-
niem prowadzone jest jako wstep do badania dtugo-
terminowego, to w obydwu doswiadczeniach nalezy
stosowac takie same szczepy zwierzat.

1.4.2. Warunki przetrzymywania i karmienia zwierzat

Temperatura w pomieszczeniach doswiadczalnych
powinna wynosi¢ 22+3 °C. Wilgotno$¢ wzgledna po-
winna wynosié¢ 50—60 %, przy dopuszczalnych odchy-
leniach miedzy 30 % a 70 % (wyzsza wartos$¢ jedynie
podczas czyszczenia pomieszczen). Nalezy stosowaé
sztuczne oswietlenie: 12 godzin $wiatta i 12 godzin
ciemnosci. Natezenie hatasu nalezy ograniczyé¢ do mi-
nimum. Do karmienia zwierzat powinna by¢é stosowa-
na typowa pasza laboratoryjna, nalezy zapewnié¢ nie-
ograniczony dostep do wody. Na wybér pokarmu mo-
ze wptywaé konieczno$é zapewnienia odpowiedniego
zmieszania badanej substancji, gdy taki jest jej sposob
podawania. Zwierzeta mozna przetrzymywaé indywi-
dualnie lub w matych grupach tej samej ptci.

1.4.3. Przygotowanie zwierzat

Zdrowe, mtode zwierzeta sg w sposdb losowy
przypisywane do grup narazanych i kontrolnej. Klatki
powinny byé umiejscowione w taki sposob, aby zmi-
nimalizowaé ewentualne skutki wynikajgce z ich usy-
tuowania. Zwierzeta sa jednoznacznie znakowane
i trzymane w klatkach przez przynajmniej 5 dni przed
rozpoczeciem badania celem aklimatyzacji do warun-
kéw laboratoryjnych (zobacz pozycja 5 pismiennic-
twa).

1.4.4. Sposob podawania i przygotowanie dawek

Niniejsza metoda badawcza przeznaczona jest do
podawania badanej substancji drogg pokarmowa. Po-
dawanie droga pokarmowa moze byé wykonywane za
pomoca sondy, w paszy, wodzie pitnej lub kapsutkach.
Inne sposoby podawania (np. przez skoére lub drogag
inhalacyjng) moga by¢ stosowane, ale mogg wyma-
gaé¢ modyfikacji stosowanych procedur. Wybér drogi
narazania zalezy od profilu narazenia ludzi i dostep-
nych informacji toksykologicznych i kinetycznych. Na-
lezy podaé uzasadnienie wyboru drogi narazenia i wy-
nikajgce stad modyfikacje procedur metody badaw-
czej.
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Jezeli to konieczne, to badana substancja moze
by¢ rozpuszczona lub zawieszona w odpowiednim no-
sniku. W pierwszej kolejnosci zaleca sie stosowanie
roztworéw/zawiesin wodnych, a w dalszej kolejnosci
roztworéw/zawiesin olejowych (np. w oleju kukury-
dzianym) i w koncu roztwordéw/zawiesiny w innych
nosnikach. Charakterystyka toksykologiczna nosnika
powinna byé¢ znana. Ponadto nalezy uwzglednié naste-
pujace wtasciwosci nos$nika: wptywy nosnika na ab-
sorpcje, rozmieszczenie, metabolizm i retencje bada-
nej substancji, ktére moga zmienié jej charakterystyke
toksykologiczng, wptywy na konsumpcje paszy i spo-
zycie wody lub stan odzywienia zwierzat.

1.5. Sposoby postepowania
1.5.1. Liczba i pteé zwierzat

Jezeli badanie wykonywane jest jako oddzielne, to
wtedy nalezy stosowac¢ przynajmniej 20 zwierzat
(10 samic i 10 samcéw) w kazdej grupie narazanej
i kontroli celem dokonania szczegétowych obserwacji
klinicznych i czynnosciowych. Przynajmniej pieé¢ sa-
mic i pie¢ samcow z tych dziesieciu samcow i dziesie-
ciu samic powinno byé poddane perfuzji in situ i uzy-
tych do szczegotowych badan neurohistopatologicz-
nych pod koniec doswiadczenia. W przypadkach gdy
tylko ograniczona liczba zwierzat w danej grupie daw-
kowej przejawia oznaki skutkéw neurotoksycznych,
nalezy uwzglednié te zwierzeta wsrod tych przezna-
czonych do perfuzji. Jezeli badanie jest wykonywane
w potgczeniu z innym przy powtarzanym dawkowa-
niu, to nalezy stosowac¢ odpowiednie liczby zwierzat
tak, by spetni¢ wymagania obydwu metod. Minimalne
liczby zwierzat na grupe w réznych kombinacjach ba-
dan podano w tabeli B.43.1. Jezeli planuje sie likwida-
cje zwierzat w trakcie doswiadczenia badz tez dodat-
kowe grupy celem obserwacji odwracalnosci, trwato-
sci lub opdznionego wystgpienia skutkdw toksycznych
po narazeniu lub gdy planuje sie dodatkowe obserwa-
cje, to wtedy liczba zwierzat powinna by¢ zwiekszona
tak, by zapewni¢ zwierzeta potrzebne do obserwac;ji
i badan histopatologicznych.

1.5.2. Grupy narazane i kontrolne

Ogolnie stosowacé nalezy przynajmniej trzy grupy
narazane i grupe kontrolng, ale jezeli na podstawie in-
nych danych nie przewiduje sie skutkéw przy powta-
rzanym dawkowaniu dawki 100 mg/kg masy cia-
ta/dzien, to mozna wykonaé badanie przy zastosowa-
niu dawki granicznej. Jezeli brak jest wiarygodnych
danych, to mozna przeprowadzié¢ badanie wstepne ce-
lem ustalenia zakresu dawek w badaniu wtasciwym.
Zwierzeta grupy kontrolnej powinny byé¢ traktowane
tak samo pod kazdym wzgledem jak zwierzeta naraza-
ne, z wyjatkiem podawania badanej substancji. Jezeli
przy podawaniu badanej substancji stosuje sie nosnik,
to grupa kontrolna powinna otrzymywaé nosnik
W najwyzszej zastosowanej objetosci.

1.5.3. Sprawdzenie wiarygodnosci

Laboratorium wykonujgce badanie powinno
przedstawié dane wykazujgce jego zdolnos$é¢ do wy-

konania badania i czuto$é stosowanych sposobdéw
postepowania. Takie dane powinny dostarcza¢ do-
wodoéw na zdolnos$é do wykrywania i ilosciowej oce-
ny, o ile dotyczy, zmian w réznych parametrach zale-
canych do obserwaciji, takich jak objawy autonomicz-
ne, reakcje na bodzce, sita uchwytu i aktywnosé ru-
chowa. Informacje o substancjach, ktére powoduja
rézne rodzaje reakcji neurotoksycznych i moga byé
stosowane jako kontrola pozytywna, mozna znalez¢
w pozycjach od 2 do 9 piS$miennictwa. Dane archiwal-
ne moga byc¢ stosowane, jezeli podstawowe aspekty
sposobdéw postepowania pozostajg takie same. Zale-
cana jest okresowa aktualizacja danych archiwal-
nych. Nowe dane wykazujace ciggta czutos$é¢ sposo-
boéw postepowania powinny byé wygenerowane,
gdy jakies podstawowe elementy badania lub sposo-
bu postepowania zostaty zmienione przez laborato-
rium wykonujace.

1.5.4. Wybdr dawek

Przy doborze poziomu dawek powinny byé brane
pod uwage jakiekolwiek wczesniejsze obserwacje
toksykologiczne i kinetyczne dostepne dla badanego
zwigzku lub materiatow podobnych. Najwyzszy po-
ziom dawkowania nalezy dobraé¢ w taki sposéb, by
wywotaé skutki neurotoksyczne lub wyrazne toksycz-
ne skutki ogélnoustrojowe. W dalszej kolejnosci ma-
lejaca sekwencja dawek powinna byé dobrana w taki
sposéb, by wykazaé¢ zaleznos$¢ typu dawka-odpo-
wiedz i poziom bez obserwowanego dziatania szko-
dliwego (NOAEL) w najnizszej dawce. W zasadzie po-
ziomy dawkowania nalezy dobraé w taki sposéb, by
pierwotne dziatanie toksyczne na uktad nerwowy
mozna bytoby odrézni¢ od wptywdw zwigzanych
z toksycznoscig ogdlnoustrojowa. Stosowanie dwoéch
do trzech przedziatow jest optymalne, a czesto dodat-
kowa czwarta grupa jest lepsza niz stosowanie bardzo
duzych przedziatow (np. wiekszych niz 10) pomiedzy
dawkami. Tam gdzie istnieje wiarygodna ocena na-
razenia ludzi, to takze ona powinna byé¢ brana pod
uwage.

1.5.5. Badanie przy zastosowaniu dawki granicznej

Jezeli badanie w jednej dawce na poziomie przy-
najmniej 1000 mg/kg masy ciata/dzien, przy zastoso-
waniu procedury opisanej w niniejszej metodzie, nie
daje rezultatu w postaci mozliwych do zaobserwo-
wania skutkéw neurotoksycznych i jezeli nie naleza-
to sie spodziewac skutkdw na podstawie istniejacych
danych co do strukturalnie podobnych zwigzkow, to
wtedy petne badanie z trzema poziomami dawek
moze by¢ uwazane za niepotrzebne. Spodziewane
narazenie ludzi moze wskazywac na potrzebe zasto-
sowania wyzszej dawki stosowanej doustnie w ba-
daniu dawki granicznej. W przypadku innych sposo-
bow podawania, takich jak inhalacyjne badz skoérne,
wtasnosci fizykochemiczne badanej substanciji, takie
jak rozpuszczalnosé, czesto moga wskazywac¢ na
maksymalny mozliwy do uzyskania poziom naraze-
nia. W badaniu ostrym doustnym dawka w badaniu
dawki granicznej powinna wynosi¢ przynajmniej
2000 mg/kg.
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1.5.6. Podawanie dawek

Zwierzeta sga narazane codziennie, siedem dni
w tygodniu, przez przynajmniej 28 dni; zastosowanie
5-dniowego rezimu dawkowania lub krdtszego czasu
narazenia musi by¢ uzasadnione. Gdy substancja po-
dawana jest sondg, nalezy podawac pojedyncze daw-
ki, stosujagc odpowiedniag sonde zotagdkowa lub kaniu-
le intubacyjna. Maksymalna objetos¢ cieczy, ktéra mo-
ze byé podana jednorazowo, zalezy od rozmiarow
zwierzecia. Objeto$¢ nie powinna przekraczaé
1 ml/100 g masy ciata. Jednakze w przypadku roztwo-
row wodnych mozna bra¢ pod uwage uzycie
2 ml/100 g masy ciata. Nalezy zminimalizowa¢ zmiany
objetosci, dostosowujac stezenia tak, by zapewni¢ sta-
ta objetos¢ na wszystkich poziomach dawek poza sub-
stancjami draznigcymi i zrgcymi, ktére w wyzszych
stezeniach moga zwiekszy¢ skutki dziatania.

W przypadku substancji podawanych z paszg lub
woda pitng wazne jest, by zapewnié, ze wprowadzenie
odpowiedniej ilosci badanej substancji nie zaktodci
normalnego zywienia lub bilansu wodnego zwierze-
cia. Gdy badana substancja podawana jest w paszy,
nalezy stosowac state stezenie w paszy (ppm) lub sta-
te dawki w stosunku do masy ciata; nalezy opisac sto-
sowany sposoéb. Jezeli substancja podawana jest son-
dg, to powinno to nastepowaé o mniej wiecej statych
porach kazdego dnia i by¢é dostosowywane na statym
poziomie wzgledem masy ciata. Gdy badanie przy po-
wtarzanym podawaniu pokarmowym jest stosowane
jako wstep do badania dtugoterminowego, to w oby-
dwu badaniach stosowaé nalezy taka sama pasze.
W badaniach ostrych, jezeli zastosowanie pojedynczej
dawki jest niemozliwe, to nalezy podawaé substancje
w mniejszych czesciach przez okres czasu nieprzekra-
czajacy 24 godzin.

1.6. Obserwacje
1.6.1. Czestotliwos$é obserwacji i badan

W badaniach z powtarzanym dawkowaniem okres
obserwacji powinien pokrywaé okres dawkowania.
W badaniach ostrych po narazeniu nalezy stosowaé
14-dniowy okres obserwacji. Dla zwierzat grup sateli-
tarnych, ktore sg przetrzymywane bez narazania przez
ustalony czas po zakonczeniu dawkowania, obserwa-
cje powinny pokrywac sie z tym czasem.

Obserwacje nalezy czyni¢ z odpowiednia czestotli-
woscig celem maksymalizacji prawdopodobienstwa
wykrycia jakichkolwiek nieprawidtowosci behawioral-
nych i/lub neurologicznych. Obserwacje najlepiej pro-
wadzi¢ o tej samej porze kazdego dnia, biorac pod
uwage szczytowy okres przewidywanych skutkéw po
dawkowaniu. Czestotliwo$¢ obserwacji klinicznych
i badan czynnosciowych jest podana w tabeli B.43.2.
Jezeli dane kinetyczne i inne uzyskane w poprzednich
badaniach wskazujg na potrzebe zastosowania innych
czasow obserwacji, badan lub okreséw poobserwacyj-
nych, to nalezy przyja¢ alternatywny schemat celem
uzyskania maksimum mozliwych obserwacji. Nalezy
przedstawi¢ uzasadnienie zmian schematu obserwa-
cji.

1.6.1.1. Obserwacje ogdlnego stanu zdrowia i Smier-
telnosci/zachorowalnosci

Wszystkie zwierzeta nalezy doktadnie obserwowaé
pod wzgledem stanu ich zdrowia przynajmniej raz

dziennie, a takZze przynajmniej dwa razy dziennie pod
wzgledem $miertelnosci i zachorowalnosci.

1.6.1.2. Szczegdfowe obserwacje kliniczne

Szczegoétowe obserwacje kliniczne nalezy prowa-
dzi¢ dla wszystkich zwierzat wybranych do tego celu
(zobacz tabela B.43.1) raz przed pierwszym naraze-
niem (by umozliwi¢ dalsze pordéwnania) i nastepnie
w roznych odstepach w zaleznosci od czasu trwania
badania (zobacz tabela B.43.2). Szczegétowe obserwa-
cje kliniczne w grupie satelitarnej nalezy prowadzi¢ na
koniec okresu rekonwalescencji. Szczegétowe obser-
wacje kliniczne nalezy prowadzi¢ poza klatkg w stan-
dardowych warunkach. Stosowane kryteria i skale
punktowe powinny byé wyraznie okreslone przez la-
boratorium badawcze. Nalezy dotozyé staran, aby
zmiennos$¢ warunkow doswiadczalnych byta minimal-
na (niezwigzana uktadowo z narazeniem) i by obser-
wacje byty dokonywane przez wyszkolony personel
nieznajacy poziomu narazenia zwierzat.

Zaleca sie, aby obserwacje byty prowadzone
w sposob strukturalny o dobrze okreslonych kryte-
riach (wliczajgc definicje normalnego ,zakresu”), kto-
re sg systematycznie stosowane dla kazdego zwierze-
cia w kazdym czasie obserwacji. ,Normalny zakres”
powinien by¢ odpowiednio udokumentowany. Wszel-
kie zaobserwowane oznaki powinny by¢ zapisane.
Kiedy tylko jest to mozliwe, notowac takze nalezy wiel-
kos$¢ obserwowanych zmian. Obserwacje kliniczne po-
winny obejmowag, ale nie ograniczaé sie do zmian na
skorze, siersci, oczach, btonach $luzowych, wystepo-
waniu wydzielin i wydalin oraz objawéw autonomicz-
nych (fzawienie, stroszenie siersci, rozmiar Zrenicy,
nietypowy sposob oddychania i/lub oddychania usta-
mi, oznaki nietypowego oddawania moczu i wydala-
nia katu, zmiany zabarwienia moczu).

Notowaé nalezy wszelkie nietypowe reakcje doty-
czgce pozycji ciata, poziomu aktywnosci (np. zwigksze-
nie lub zmniejszenie penetracji standardowego obsza-
ru) i koordynacji ruchéw. Zapisywaé nalezy zmiany
w chodzie (np. chéd kaczkowaty, niezbornosé kon-
czyn), postawie (np. zgrabiony grzbiet) i reakcji na
traktowanie zwierzat lub inne bodzce otoczenia, a tak-
ze pojawienie sie ruchéw tonicznych lub klonicznych,
konwulsji lub drgawek, stereotypii (np. nadmierne
czyszczenie sie, niezwykte ruchy gtowy, krazenie
w kétko) lub dziwaczne zachowanie sie (np. kgsanie
lub nadmierne lizanie sie, samookaleczanie, chodze-
nie tytem, wydawanie dzwiekdéw) lub agresja.

1.6.1.3. Badania czynnosciowe

Podobnie do badan klinicznych badania czynno-
sciowe nalezy przeprowadzié raz przed narazeniem
i czesto w dalszej kolejnosci na wszystkich zwierzetach
przeznaczonych do tego celu (zobacz tabela B.43.1).
Czestotliwos$é badan czynnosciowych jest takze zalez-
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na od czasu trwania badania (zobacz tabela B.43.2).
W uzupetnieniu okreséw obserwacji ustalonych w ta-
beli B.43.2 obserwacje czynnosciowe grup satelitar-
nych powinny byé wykonane mozliwie blisko terminu
likwidacji zwierzat. Do badan czynnos$ciowych zalicza
sie reaktywnosé czuciowa na bodzce réznej modalno-
$ci, np.: bodzce stuchowe, wizualne i proprioceptywne
(zobacz pozycje 5, 6 i 7 piSmiennictwa), oszacowanie
sity uscisku (zobacz pozycja 8 piSmiennictwa) i osza-
cowanie aktywnosci motorycznej (zobacz pozycja 9 pi-
$miennictwa). Aktywno$¢ motoryczna powinna by¢é
mierzona urzadzeniem automatycznym zdolnym do
wykrywania wzrostu i spadku aktywnosci. Jezeli sto-
sowany jest inny zdefiniowany system, to powinien
on dawa¢é wyniki iloSciowe, a jego czutosé i wiarygod-
nos$¢ powinny byé wykazane. Kazde urzadzenie po-
winno by¢ sprawdzone celem zapewnienia powtarzal-
nosci w czasie i zgodnosci pomiedzy urzadzeniami.
Dalsze szczegdéty co do postepowania podano w od-
powiednich pozycjach pismiennictwa. Jezeli brak jest
danych (np.: struktura-aktywnos$é¢, dane epidemiolo-
giczne, inne badania toksykologiczne) wykazujacych
mozliwe skutki neurotoksyczne, to nalezy wzigé¢ pod
uwage wykonanie bardziej specjalistycznych badan
czynnosci sensorycznych i motorycznych lub uczenia
sie i zapamietywania celem zbadania tych skutkéw
bardziej szczegotowo. Wiecej informacji na temat ba-
dan specjalistycznych i ich zastosowania podano
w pozycji 1 piSmiennictwa.

W wyjatkowych sytuacjach zwierzeta wykazujace
oznaki toksycznosci w stopniu znacznie zaktécajgcym
badania czynnosciowe mozna wykluczyé z tych ba-
dan. Nalezy przedstawi¢ uzasadnienie wykluczenia
zwierzat z badan czynnosciowych.

1.6.2. Masa ciata i spozycie paszy/wody

W badaniach, ktére trwajg do 90 dni, wszystkie
zwierzeta powinny by¢é wazone przynajmniej raz w ty-
godniu, a pomiary spozycia paszy (wody, gdy badana
substancja podawana jest w tym nos$niku) w odste-
pach przynajmniej tygodniowych. W przypadku badan
dtugoterminowych wszystkie zwierzeta powinny by¢
wazone przez pierwszych 13 tygodni raz w tygodniu
i nastepnie przynajmniej co 4 tygodnie. Pomiary spo-
zycia paszy (wody, gdy badana substancja podawana
jest w tym nosniku) powinny by¢ dokonywane przez
pierwszych 13 tygodni raz w tygodniu i nastepnie
w okoto 3-miesiecznych odstepach, chyba ze stan
zdrowia lub zmiany masy ciata sugerujg inny sposob
postepowania.

1.6.3. Badania okulistyczne

W badaniach o czasie trwania dtuzszym niz 28 dni
badanie okulistyczne przy pomocy oftalmoskopu lub
innego réwnorzednego urzadzenia powinno byé wy-
konane przed podaniem badanej substancji i na ko-
niec badania u wszystkich zwierzat lub, co najmniej
u zwierzat otrzymujacych najwyzszg dawke i zwierzat
z grupy kontrolnej. Jezeli wykryte zostang zmiany
w oczach lub jezeli oznaki kliniczne wskazujg na po-
trzebe badan, to wszystkie zwierzeta nalezy poddaé ta-
kim badaniom. W przypadku badan dtugotermino-

wych badania nalezy takze przeprowadzié po 13 tygo-
dniach. Nie ma potrzeby prowadzenia badan okuli-
stycznych, jezeli takie wyniki sg juz dostepne z innych
badah o podobnym czasie trwania i podobnych pozio-
mach dawek.

1.6.4. Hematologia i biochemia kliniczna

Gdy badanie neurotoksycznosci jest wykonywane
tacznie z ogodlnoustrojowym badaniem toksycznosci
o powtarzanym dawkowaniu, to badania hematolo-
giczne i biochemia kliniczna powinny byé¢ wykonane
w odpowiednim czasie zgodnie z odpowiednig meto-
da badania toksycznosci ogdlnoustrojowej. Pobranie
probek powinno by¢ wykonane w taki sposdb, by zmi-
nimalizowa¢é jakiekolwiek potencjalne skutki neurobe-
hawioralne.

1.6.5. Badania histopatologiczne

Badanie neuropatologiczne powinno uzupetniaé
i rozszerzaé obserwacje poczynione podczas fazy in vi-
vo badania. Tkanki z przynajmniej 5 zwierzat/pteé/gru-
pe (zobacz tabela B.43.1 i nastepny akapit) powinny
by¢ utrwalone in situ przy zastosowaniu ogdlnie uzna-
nych metody perfuzji i utrwalania (zobacz pozycja 3
rozdziat 5 pi$miennictwa i pozycja 4 rozdziat 50 pi-
$miennictwa). Zapisywac nalezy wszelkie zmiany ma-
kroskopowe. Gdy badanie jest wykonywane jako sa-
modzielne lub w celu wykrycia neurotoksycznosci lub
okreslenia skutkéw neurotoksycznych, pozostate zwie-
rzeta moga by¢ uzyte do badan neurobehawioralnych
(zobacz pozycje 10 i 11 piSmiennictwa), neuropatolo-
gicznych (zobacz pozycje 10, 11, 12 i 13 piSmiennic-
twa), neurochemicznych (zobacz pozycje 10, 11, 14
i 156 piSmiennictwa) lub elektrofizjologicznych (zobacz
pozycje 10, 11, 16 i 17 piSmiennictwa) uzupetniajacych
procedury niniejszej metody lub do zwiekszenia liczby
zwierzat do badan histopatologicznych. Te procedury
uzupetniajgce majg szczegdlne znaczenie, gdy obser-
wacje empiryczne lub przewidywane skutki wskazuja
na specyficzny rodzaj lub sposéb dziatania neurotok-
sycznego (zobacz pozycje 2 i 3 piSmiennictwa). Pozo-
state zwierzeta mozna takze odpowiednio uzy¢ do ba-
dan patologicznych opisanych w metodach z zastoso-
waniem powtarzanego dawkowania.

Wszystkie probki tkanek nalezy wybarwié ogdlnie
stosowanymi technikami barwienia z wykorzystaniem
hematoksyliny i eozyny (H&E), zatopié¢ w parafinie
i zbadaé technikg mikroskopowa. Jezeli obserwuje sie
lub podejrzewa oznaki ogdlnej neuropatii obwodowej,
to nalezy bada¢ probki tkanki nerwu obwodowego za-
topione w tworzywie sztucznym. Objawy kliniczne
moga takze sugerowaé badania dodatkowych miejsc
badz tez zastosowanie specjalnych technik barwienia.
Wskazowki dotyczace badania innych miejsc mozna
znalezé w pozycjach 3 i 4 pismiennictwa. Pomocne
moga by¢é odpowiednie barwienia celem wykazania
specyficznych rodzajéw zmian patologicznych (zobacz
pozycja 18 piSmiennictwa).

Reprezentatywne skrawki centralnego i obwodo-
wego uktadu nerwowego powinny byé¢ badane histo-
logicznie (zobacz pozycja 3 rozdziat 5 piSmiennictwa
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i pozycja 4 rozdziat 50 pi$miennictwa). Badane powin-
no byé: przodomdzgowie, cze$¢ centralna modzgu,
w tym przekrdj przez podwzgorze, srodmozdze, moz-
dzek, most, rdzen przedtuzony, oko z nerwem wzroko-
wym i siatkdwka, rdzen kregowy z odcinka szyjnego
i zgrubienia ledZzwiowego, zwdj gérny nerwu btedne-
go, grzbietowe i brzuszne wtékna nerwu btednego,
proksymalny nerw kulszowy, proksymalny nerw pisz-
czelowy (przy kolanie), nerw piszczelowy migs$nia tyd-
kowego. Sekcja rdzenia kregowego i nerwu obwodo-
wego powinna zawiera¢ przekroje podtuzne i po-
przeczne. Szczegdlng uwage nalezy zwréci¢é na una-
czynienie uktadu nerwowego. Zbadaé nalezy takze
probke miesnia szkieletowego, w szczegdlnosci tydko-
wego. Uwage nalezy takze zwrdci¢ na miejsca o struk-
turze komorkowej i wtdknistej w centralnym i obwo-
dowym uktadzie nerwowym, o ktérych wiadomo, ze
szczegoblnie podlegajag wptywom przez substancje
neurotoksyczne.

Wskazéwki dotyczace zmian neuropatologicznych
typowych po narazeniu na substancje toksyczng moz-
na znalezé w pozycjach 3, 4 piSmiennictwa. Zaleca sie
etapowe badanie prébek tkanek, gdzie wycinki uzy-
skane od zwierzat z grupy otrzymujacej substancje
w najwyzszej dawce sg hajpierw porownywane z tymi
uzyskanymi od zwierzat z grupy kontrolnej. Jezeli nie
obserwuje sie zmian neuropatologicznych w wycin-
kach z tych grup, to dalsza analiza nie jest konieczna.
Jezeli w wycinkach uzyskanych od zwierzat z grupy
otrzymujgcej substancje w najwyzszej dawce obser-
wuje sie zmiany, to probki tkanek uzyskanych od zwie-
rzat, ktére mogty podlegaé potencjalnym wptywom
substancji podawanej w dawkach posrednich i najniz-
szej, musza zostac¢ zakodowane i kolejno przebadane.

Jezeli w badaniach jakosciowych zostang stwier-
dzone zmiany neuropatologiczne, to nalezy przepro-
wadzi¢ drugie badanie we wszystkich miejscach ukta-
du nerwowego wykazujacych te zmiany. Skrawki uzy-
skane od zwierzat otrzymujacych substancje w daw-
kach na wszystkich badanych poziomach z kazdego
potencjalnie zmienionego regionu nalezy zakodowaé
i zbadaé¢ losowo bez znajomosci kodu. Nalezy zapisaé
czestos$é kazdej zmiany i jej nasilenie. Po zbadaniu
wszystkich regionéw ze wszystkich grup otrzymuja-
cych substancje w réznych dawkach kod nalezy zta-
mac¢ i wykonaé analize statystyczng celem oszacowa-
nia zaleznos$ci dawka-odpowiedz. Nalezy opisaé przy-
ktady réznych stopni nasilenia kazdej zmiany.

Zmiany neuropatologiczne nalezy ocenia¢ w kon-
tekscie obserwacji i pomiaréw behawioralnych, a tak-
ze innych danych z poprzednich i obecnego badania
toksycznosci substancji.

2. WYNIKI
2.1. Opracowanie wynikéw

Nalezy przedstawi¢ wyniki dla poszczegdlnych
zwierzat. Ponadto wszystkie dane nalezy zestawié
w postaci tabelarycznej, wykazujac dla kazdej grupy
i grupy kontrolnej liczbe zwierzat na poczatku do-
Swiadczenia, liczbe zwierzat martwych w trakcie bada-

nia lub usmierconych w humanitarny sposdb oraz
czas ich padniecia lub usmiercenia, liczbe zwierzat wy-
kazujgcych oznaki toksycznosci, opis zaobserwowa-
nych oznak toksycznosci wraz z czasem ich pojawienia
sig, czasem trwania, rodzajem i nasileniem wszelkich
skutkdow toksycznych, liczbg zwierzat wykazujacych
zmiany chorobowe wraz z ich rodzajem i nasileniem.

2.2. Oszacowanie i interpretacja wynikow

Dane z badan nalezy wycenié¢ pod wzgledem wy-
stepowania, nasilenia i korelacji skutkéw neurobeha-
wioralnych i neuropatologicznych (neurochemicznych
lub elektrofizjologicznych skutkow takze, jezeli prowa-
dzone byty badania uzupetniajgce) oraz jakichkolwiek
innych obserwowanych skutkéw. O ile to mozliwe, to
dane liczbowe powinny zostaé poddane wtasciwej
i ogdélnie uznanej analizie statystycznej. Metody staty-
styczne nalezy dobraé¢ na etapie projektowania do-
swiadczenia.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie powinno zawiera¢ nastepujace in-
formacje:

Badana substancja:

— wtasciwosci fizykochemiczne (w tym izomeryza-
cja, czystosé),

— dane identyfikacyjne.

Nosnik (o ile byt stosowany):

— uzasadnienie wyboru nos$nika.

Zwierzeta doswiadczalne:
— stosowany gatunek/szczep,
— liczba, wiek i pte¢ zwierzat,

— zrédto pochodzenia, warunki przetrzymywania,
pasza itd.,

— masy zwierzat (kazde zwierze oddzielnie) na po-
czatku doswiadczenia.
Warunki przeprowadzania badania:

— szczegoty dotyczgce formulacji badanej substan-
cji/przygotowania paszy, uzyskane stezenie, trwa-
tosé i jednorodnos$é uzywanego preparatu,

— podawane dawki, w tym dane dotyczgce nosnika,
jego objetosci i stanu skupienia,

— szczegoOty podawania badanej substanciji,
— uzasadnienie wyboru dawek,

— uzasadnienie sposobu podawania i czasu trwania
narazenia,

— przeliczenie stezenia badanej substancji w pa-
szy/wodzie (ppm) na rzeczywista dawke (mg/kg
masy ciata/dzien), gdy podawano w paszy/wodzie,

— szczegoty dotyczace jakosci paszy i wody.
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— poziom dawki

— okreslenie ogdlnej

Obserwacje i procedury badan:

— szczegoty dotyczace przypisania poszczegdlnych

zwierzagt w kazdej grupie do podgrup przeznaczo-
nych do perfuzji,

szczegoty systemu punktacji wraz z kryteriami
i skalg punktowg dla kazdego pomiaru w szczeg6-
towych obserwacjach klinicznych,

szczegoty badah czynnosciowych oddziatywania
czuciowego na bodzce o réznej modalnosci (np.:
stuchowe, wzrokowe, proprioceptywne); szaco-
wanie sity chwytnosci, szacowanie aktywnosci ru-
chowej (wraz ze szczegdtami z badan wykrywania
aktywnosci urzadzeniami automatycznymi) oraz
inne stosowane procedury,

szczegoty badan okulistycznych i, o ile wykony-
wano, badan hematologicznych, biochemii kli-
nicznej wraz z wartosciami uzyskanymi u zwierzat
z grupy kontrolnej,

szczegoty dotyczace poszczegdlnych procedur
neurobehawioralnych, neuropatologicznych, neu-
rochemicznych lub elektrofizjologicznych.

Wyniki:

masy ciata/zmiany masy ciata zwierzat takze tych
po usmierceniu,

spozycie paszy i wody, o ile dotyczy,

dane dotyczace reakcji toksycznych wedtug pftci
i poziomu dawkowania, w tym oznaki toksyczno-
$ci lub smiertelnosé,

charakter, nasilenie i czas trwania (czas pojawie-
nia sie i przebieg) szczegétowych obserwacji kli-
nicznych (odwracalne czy nie),

szczegotowy opis wszystkich wykonanych badan
czynnosciowych,

wyniki badania sekcyjnego,

szczegoty wszelkich zmian neurobehawioralnych,
neuropatologicznych, neurochemicznych Ilub
elektrofizjologicznych,

dane o absorpcji i metabolizmie, o ile dostepne,

analiza statystyczna, gdy stosowano.

Dyskusja wynikow:

— zalezno$¢ dawka-odpowiedz,

— zwigzek jakichkolwiek innych skutkéw toksycz-

nych z wnioskiem o potencjale neurotoksycznym
badanej substanciji,

bez obserwowanego dziatania
szkodliwego.

Whioski:

neurotoksycznosci badanej

substancji.
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Tabela B.43.2:
Czestotliwosé obserwacji klinicznych i badan czynnosciowych
Rodzaj obserwacji Czas trwania badania
ostre 28-dniowe 90-dniowe przewlekle
og6lny stan o o o o
codziennie codziennie codziennie codziennie
u wszystkich zdrowotny
i t
zwierzy $miertelnos¢/ dwa razy o o o
L, dzienni dwa razy dziennie | dwa razy dziennie | dwa razy dziennie
zachorowalnosé zienme
- przed pierw-
szym naraze- - przed pierw-
nem $zym naraze- - przed pierwszym
W c'1a€gu - przed pi erw_ niem narazeniem
8 godzin po Szym naraze- - TaZ W pierw- - raz pod koniec
Szczeg.(')lov.ve. obser- podaniu mem szym lub dru- pierwszego mie-
wacje kliniczne w przew1dyvya- - nastepnie co gim tygodniu sigca narazenia
nym okresie tydzien narazenia .
szczytowym ) - nast@pple co trzy
. ) - nastepnie co miesiace
-w 7114 dniu miesiac
U zwierzat po podaniu
przeznaczo-
nych do ob- - przed pierw-
serwacji SZym naraze- - przed pierw- doi
czynnoscio- niem ) .. | - przed pierwszym
wych - przed pierw- S£ym haraze narazeniem
- w ciggu $Zym narazeniem niem 4 koni
8 godzin po ' - 1az w pierw- - faz pod komee
Badania czynno- podaniu "W d(ﬁ?igri ;ng szym lub dru- pierwszego mie-
éciowe w przewidywa- harazen: . . sigca narazenia
. mozliwie naj- gim tygodniu
nym okresie blizej okresu narazenia
szczytowym L. _ :
. . narazenia - nastepnie co nastepnie co trzy
-w 71 14 dniu miesiac miesiagce
po podaniu
Zatacznik nr 11
C.21. MIKROORGANIZMY GLEBOWE: BADANIE PRZEMIAN AZOTU
1. METODA twa). Uwzglednione zostaty rowniez inne wytyczne,

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 216 (2000).

1.1. Wstep

Niniejsza metoda opisuje laboratoryjng metode
badawczg stuzacg do oceny dtugoterminowego wpty-
wu substancji chemicznych, po jednorazowym nara-
zeniu, na aktywnos$é mikroorganizméw glebowych
w przemianach azotu. Badanie opiera si¢ gtownie na
zaleceniach Europejskiej i Srédziemnomorskiej Orga-
nizacji Ochrony Roslin (zobacz pozycja 1 piSmiennic-

takie jak niemieckie Biologicznego Urzedu Federalne-
go (zobacz pozycja 2 piSémiennictwa), amerykanskiej
Agencji Ochrony Srodowiska US EPA (zobacz pozy-
cja 3 pismiennictwa), SETAC (zobacz pozycja 4 pi-
$miennictwa) oraz Miedzynarodowej Organizacji
Standaryzacji ISO (zobacz pozycja 5 piSmiennictwa).
Podczas posiedzenia OECD na temat wyboru gle-
by/osadu w Belgirate, Wtochy w 1995 r. (zobacz pozy-
cja 6 piSmiennictwa), uzgodniono liczbe i rodzaj gleby,
ktére mozna zastosowaé¢ w badaniach wykonanych
wg niniejszej metody. Zalecenia w zakresie pobiera-
nia, opracowania i przechowywania prébek glebo-
wych, opieraja sie na Dokumencie Przewodnim 1SO
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(zobacz pozycja 7 piSmiennictwa) oraz na ustaleniach
podjetych podczas spotkania roboczego w Belgirate.
Podczas okreslania i szacowania charakterystyki tok-
sykologicznej badanych substancji konieczne moze
okazaé sie oznaczenie ich wptywu na aktywno$é¢ mi-
kroorganizméw glebowych, np.: gdy wymagane sa
dane dotyczace potencjalnych skutkéw ubocznych
srodkéw ochrony roslin na mikroflore glebowa lub
gdy spodziewane jest narazenie mikroorganizmow
glebowych na substancje chemiczne inne niz srodki
ochrony roslin. Badanie przemian azotu wykonuje sie
w celu okreslenia wptywu takich substancji chemicz-
nych na mikroflore glebowa. Podczas badania agro-
chemikaliéw (srodki ochrony roslin, nawozy, chemika-
lia stosowane w lesnictwie) wykonuje sie zaréwno ba-
danie przemian azotu, jak i badanie przemian wegla.
Przy badaniach innych substancji wystarczajgce jest
badanie przemian azotu. Jezeli jednak wartos¢ ECg,
w badaniu przemian azotu dla takich substancji znaj-
duje sie w tym samym zakresie jak dla handlowo do-
stepnych inhibitoréw procesu nitryfikacji (np. nitrapy-
rina), to w celu zebrania dalszych informacji powinno
by¢ wykonane badanie przemian wegla.

Gleby sktadaja sie z zywych i nieozywionych sktad-
nikow, ktore istniejg w ztozonych i heterogenicznych
mieszaninach. Mikroorganizmy odgrywajg wazna role
w rozktadzie i przemianach materii organicznej w zy-
znych glebach, z wieloma gatunkami majgcymi wktad
w rdézne aspekty uzyznienia gleby. Dtugoterminowe
zaktocenie tych procesdow biochemicznych moze po-
tencjalnie oddziatywac¢ na krazenie sktadnikdw odzyw-
czych i poprzez to zmienia¢ zyznosé gleby. Przemiany
azotu i wegla nastepuja we wszystkich zyznych gle-
bach. Chociaz zespoty mikroorganizmoéw odpowie-
dzialne za te procesy roznig sie miedzy glebami, to
szlaki przemian sg zasadniczo takie same.

Badanie opisane w niniejszej metodzie ma stuzyé
wykrywaniu dtugoterminowych szkodliwych wpty-
wow substancji na proces przemiany azotu w aerobo-
wych glebach powierzchniowych. Metoda badawcza
pozwala takze na oszacowanie wptywéw substanciji
na przemiany wegla przez mikroflore glebowa. Po-
wstawanie azotandw ma miejsce w nastepstwie roz-
padu wigzan wegiel-azot. Dlatego tez, jezeli w glebach
kontrolnych i badanych znajduje sie rowne ilosci wy-
twarzanych azotandw, to wysoce prawdopodobny jest
fakt, ze gtéwne szlaki przemian wegla sg nienaruszone
i funkcjonalne. Substrat wybrany do badania (sprosz-
kowana lucerna) ma korzystny stosunek wegla do azo-
tu (zazwyczaj pomiedzy 12:1 i 16:1). Z tego powodu
zredukowany jest niedobér wegla w czasie badania
i jezeli zespoty mikroorganizmdw sg zniszczone przez
substancje chemiczng, to moga sie one odrodzi¢
w ciggu 100 dni.

Badanie, z ktérego wywodzi sie niniejsza metoda
badawcza, byto pierwotnie zaprojektowane dla sub-
stancji, ktérych ilos¢ w glebie mozna byto przewidziec.
Tak jest na przyktad w przypadku $srodkéw ochrony ro-
s$lin, dla ktérych znana jest ich ilo$¢ stosowana w po-
lu. W przypadku agrochemikaliow wystarczajace jest
badanie dwdch dawek, jakie przewiduje sie lub przy-
puszcza, ze beda stosowane. Agrochemikalia moga

by¢é badane jako substancje aktywne (s.a.) lub w po-
staci gotowych form uzytkowych. Jednakze niniejsze
badanie nie ogranicza sie tylko do agrochemikaliow.
Zmieniajac zarowno ilo$é badanej substancji stosowa-
nej do gleby, jak i sposdb opracowania danych, bada-
nie moze byé rowniez wykonane w przypadku sub-
stancji chemicznych, w stosunku do ktérych nie jest
znana spodziewana ich ilo§¢ w glebie. Dlatego dla
substancji innych niz agrochemikalia oznacza sie
wptyw serii stezen na przemiany azotu. Dane z tych
badah uzywane sg do wyznaczenia krzywej zaleznosci
dawka-odpowiedz i wyliczenia wartosci EC,, gdzie
x jest zdefiniowanym % skutku.

1.2. Definicje

Przemiany azotu: to rozktad przez mikroorganizmy
materii organicznej zawierajacej azot poprzez procesy
amonifikacji i nitryfikacji do odpowiedniego nieorga-
nicznego azotanowego produktu koncowego.

EC, (Stezenie efektywne): jest stezeniem badanej
substancji w glebie powodujgcym x procent inhibicji
przemian azotu do azotanow.

EC;, (Medialne stezenie efektywne): jest steze-
niem badanej substancji w glebie powodujacym 50 %
inhibicje przemian azotu do azotandw.

1.3. Substancje kontrolne
Brak.

1.4. Zasada metody badawczej

Do przesianej gleby dodaje sie sproszkowany sub-
strat roslinny, a prébke poddaje sie dziataniu badanej
substancji lub pozostawia bez dodatku badanej sub-
stancji (badanie kontrolne). Jezeli badane sa agroche-
mikalia, to zaleca sie minimum dwa stezenia, ktére po-
winny byé wybrane w odniesieniu do najwyzszego
stezenia, jakie przewiduje sie w warunkach polowych.
Po 0, 7, 14 i 28 dniach inkubacji prébki gleby badanej
i kontrolnej sg poddawane ekstrakcji z odpowiednim
rozpuszczalnikiem i w ekstraktach oznacza sie ilosci
azotanodw. llo$¢ wytworzonych azotanéw w préobkach
badanych jest poréwnywana z wartoscig w probkach
kontrolnych. Nastepnie oblicza sie procent odchylenia
w stosunku do gleby kontrolnej. Wszystkie badania
prowadzone sa przez przynajmniej 28 dni. Jezeli
28 dnia roznica miedzy prébkami kontrolnymi i bada-
nymi jest rowna lub wigksza niz 25 %, to pomiary kon-
tynuowane sg maksymalnie 100 dni. Jezeli badane sa
substancje inne niz agrochemikalia, to do prébek gle-
by dodaje sie badang substancje w stezeniach stano-
wigcych serig, a ilosci azotanow w probce kontrolnej
i prébkach badanych oznacza sie po 28 dniach inkuba-
cji. Wyniki badah z wieloma stezeniami analizowane
sg przy pomocy modelu regresji. Wyliczane sg warto-
$ci ECx (np.: ECg, EC,5 i/lub EC,p).

1.5. Wiarygodnos$¢ badania

Szacowanie wynikéw badania dla agrochemika-
liow opiera sie na stosunkowo matych roznicach (tj.
srednia wartosé (25 %) pomiedzy stezeniami azota-
now w prébkach kontrolnych i préobkach badanych,
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wiec duze odchylenia w grupie kontrolnej moga pro-
wadzi¢ do fatszywych wynikéw. Dlatego zmiennosé
pomiedzy powtdrzeniami w grupie kontroli powinna
wynosi¢ mniej niz +15 %.

1.6. Opis metody badawczej

1.6.1. Wyposazenie

W badaniu stosuje sg naczynia wykonane z obojet-
nego chemicznie materiatu. Powinny byé one odpo-
wiedniej wielkosci w zaleznos$ci od zastosowanej pro-
cedury inkubacji gleb, tj. inkubacji catej partii gleby
lub jako seria poszczegolnych probek glebowych (zo-
bacz pkt 1.7.1.2). Nalezy poczyni¢ starania, by zmini-
malizowaé straty wody z jednej strony, a z drugiej by
umozliwié¢ wymiane gazowa podczas badania (np.: na-
czynia stosowane w badaniu moga by¢ przykryte per-
forowang folig polietylenowa). Gdy badane s3g sub-
stancje lotne, powinny byé stosowane szczelne i nie-
przepuszczalne dla gazu naczynia. Powinny one mieé
takie rozmiary, aby probka gleby wypetniata w przybli-
zeniu jedng czwartg ich objetosci.

Stosowane jest standardowe wyposazenie labora-
toryjne:

— urzadzenie wytrzgsajgce: wytrzgsarka mechanicz-
na lub inne odpowiednie,

— wirowka (3000 g) lub urzadzenie do filtracji (z wy-
korzystaniem filtréw papierowych wolnych od
azotanow),

— urzadzenie o odpowiedniej czutosci i powtarzal-
nosci do analizy azotanow.

1.6.2. Wybdr i liczba gleb

Powinno stosowac¢ sie glebe jednego rodzaju. Za-
leca sie stosowac glebe o nastepujacej charakterysty-
ce:

— zawartos$¢ piasku: nie mniej niz 50 % i nie wiecej
niz 75 %,

— wartosé pH: 5,5—7,5,
— zawartos$¢ wegla organicznego: 0,5—1,5 %,

— biomasa mikroorganizméw powinna byé ozna-
czona (zobacz pozycje 8 i 9 piSmiennictwa), a za-
wartos¢ wegla powinna stanowi¢ przynajmniej
1 % catkowitego wegla organicznego gleby.

Najczesciej gleba o takiej charakterystyce jest naj-
bardziej niekorzystnym przypadkiem, poniewaz ad-
sorpcja badanej substancji jest minimalna, a jej do-
stepnos$¢ dla mikroflory maksymalna. Dlatego tez ba-
dania z innymi glebami sg w zasadzie niepotrzebne.
Jednakze w pewnych okolicznosciach, np. gdy przewi-
dywane zastosowanie badanej substancji bedzie mia-
to miejsce na szczegdlnych glebach, takich jak kwasne
gleby lesne, lub w przypadku substancji chemicznych
natadowanych elektrostatycznie, konieczne moze sie
okazaé zastosowanie dodatkowej gleby.

1.6.3. Pobieranie i przechowywanie prébek gleby
1.6.3.1. Pobieranie probek gleby

Dostepne powinny by¢ szczegoétowe informacije
dotyczace historii miejsca, z ktérego pobierana jest
gleba do badanh. Podaé nalezy doktadne miejsce, ro-
dzaj roslinnosci pokrywajgcej, daty zastosowania
srodkéw ochrony roslin, zastosowanie nawozéw or-
ganicznych i nieorganicznych, dodatki materiatéw
biologicznych Iub przypadkowe zanieczyszczenia.
Miejsce, z ktérego pobiera sie proby gleby do badan,
powinno by¢é tak dobrane, aby umozliwié dtugotermi-
nowe jego uzycie. Odpowiednie sa pastwiska stale
wypasane, pola uprawne z jednorocznymi uprawami
zbd6z (z wyjatkiem kukurydzy) lub gesto zasiane zielo-
ne taki. Miejsce wybrane do pobierania prébek nie po-
winno byé¢ poddawane zabiegom z uzyciem $rodkéw
ochrony roslin przez minimum jeden rok przed pobra-
niem prébek. Ponadto przez przynajmniej sze$é mie-
siecy przed pobieraniem préb nie powinno stosowac
sie zadnego nawozu organicznego. Zastosowanie na-
wozu mineralnego jest mozliwe tylko w przypadku
wymagania tego przez rosliny uprawne, a prébki gle-
by nie powinny by¢ pobierane wczes$niej niz trzy mie-
sigce po zastosowaniu nawozu. Nalezy unikaé¢ wyko-
rzystywania gleb, na ktérych stosowano nawozy
o znanych skutkach dziatania biobdjczego (np. cyjana-
mid wapnia).

Nalezy unikaé¢ pobierania prébek podczas lub tuz
po dtugich okresach suszy (dtuzsze niz 30 dni) lub
sptywow wody. W przypadku gleb ornych probki nale-
zy pobieraé z gtebokosci 0 do 20 cm. W przypadku tak
(pastwisk) lub innych gleb, gdzie orka nie byta prze-
prowadzana przez dtugie okresy (przynajmniej jeden
sezon), maksymalna gteboko$¢ pobierania prébek
moze wynosié nieco wiecej niz 20 cm (np. do 25 cm).
Probki gleby powinny byé transportowane w pojemni-
kach i temperaturze, ktére gwarantujg, ze pierwotne
wtasciwosci gleby nie zostang znaczaco zmienione.

1.6.3.2. Przechowywanie probek gleby

Najbardziej wtasciwe jest stosowanie gleby swie-
zo pobranej z pola. Jezeli jednak nie ma sposobu na
unikniecie przechowywania w laboratorium, to gleby
moga by¢ przechowywane w ciemnosci w temperatu-
rze 4+2 °C przez maksimum trzy miesigce. Podczas
przechowywania gleby nalezy zapewnié warunki tle-
nowe. Jezeli gleby pobiera sie z miejsc, gdzie sg one
zamarzniete przez przynajmniej trzy miesigce w roku,
to mozna rozwazy¢ ich przechowywanie przez szesé
miesiecy w temperaturze od -18 °C do -22 °C. Bioma-
se mikroorganizméw w przechowywanych glebach
oznacza sie przed kazdym doswiadczeniem. Wegiel
w biomasie powinien stanowi¢ przynajmniej 1 % cat-
kowitego wegla organicznego (zobacz pkt 1.6.2).

1.6.4. Obrobka i przygotowanie gleby przed badaniem
1.6.4.1. Inkubacja wstepna

Jezeli gleba byta przechowywana (zobacz
pkt 1.6.3.2), zaleca sie inkubacje wstepng przez odpo-
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wiedni okres wynoszacy od 2 do 28 dni. Temperatura
i wilgotnos$é gleby podczas inkubacji wstepnej powin-
ny byé podobne do tych stosowanych w badaniu (zo-
bacz pkt 1.6.4.2. i pkt 1.7.1.3).

1.6.4.2. Parametry fizykochemiczne

Glebe oczyszcza sie recznie z duzych zanieczysz-
czen (np. kamieni, czesci roslin) i nastepnie przesiewa
do czastek o rozmiarach réwnych lub mniejszych niz
2 mm. Wilgotnos$é gleby powinna by¢ dostosowana
za pomocg wody destylowanej lub dejonizowanej do
wartosci pomiedzy 40 i 60 % maksymalnej pojemno-
$ci wodnej.

1.6.4.3. Dodanie substratu organicznego

Do gleby nalezy dodaé odpowiedni substrat orga-
niczny, np. sproszkowang lucerne (gtéwny sktadnik:
Medicago sativa), w ktorym stosunek C:N zawarty jest
pomiedzy 12:1 a 16:1. Zaleca sig stosowac¢ 5 g lucerny
na kilogram gleby (sucha masa).

1.6.5. Przygotowanie badanej substancji w celu doda-
nia do gleby

Badang substancje podaje sie z nosnikiem. Nosni-
kiem moze by¢ woda (dla substancji rozpuszczalnych
w wodzie) lub obojetna stata substancja, taka jak drob-
ny piasek kwarcowy (rozmiar czastek: 0,17—0,5 mm).
Nalezy unikaé¢ stosowania ptynnych nosnikéw innych
niz woda (np.: rozpuszczalniki organiczne, takie jak
aceton, chloroform), poniewaz moga one zniszczyé
mikroflore. Jezeli jako nos$nik stosuje sie piasek, to
moze on zawieraé badang substancje rozpuszczong
lub zawieszong w odpowiednim rozpuszczalniku.
W takich przypadkach rozpuszczalnik powinien by¢
usuniety przez odparowanie przed wymieszaniem
z gleba. Dla rownomiernego rozprowadzenia badanej
substancji w glebie zaleca sie stosowanie 10 g piasku
na kilogram gleby (sucha masa). Do prébek kontrol-
nych dodaje sie takg samg ilo$¢ wody i/lub piasku.

Badajgc substancje lotne nalezy, na tyle na ile to
mozliwe, unikaé strat podczas ich wprowadzania, a tak-
ze nalezy poczynié starania, by w sposoéb jednorodny
rozprowadzi¢ substancje w glebie (np. substancja po-
winna zosta¢ podana do gleby w kilku miejscach).

1.6.6. Stezenia substancji badanej

Jezeli badane sg agrochemikalia, to powinny by¢é
zastosowane przynajmniej dwa stezenia. Nizsze steze-
nie powinno odpowiadaé przynajmniej maksymalnej
ilosci substancji, jakiej mozna sie spodziewaé w glebie
w warunkach praktycznych, natomiast wyzsze stezenie
powinno by¢ wielokrotnoscia stezenia nizszego. Steze-
nia badanej substancji dodanej do gleby oblicza sie
przy zatozeniu jednorodnego rozmieszczenia do gtebo-
kosci 5 cm i gestosci gleby 1,5. W przypadku agroche-
mikaliow stosowanych bezposrednio do gleby lub dla
substancji chemicznych, ktérych ilosé w glebie mozna
przewidziec, zalecane stezenia badane to maksymalne
Przewidywane Stezenie w Srodowisku (PEC) i jego pie-
ciokrotnos$é. W przypadku substanciji, ktdre stosuje sie

kilkakrotnie w czasie sezonu, badane stezenia wyzna-
cza sie, mnozgc PEC przez maksymalng przewidywang
liczbe stosowan. Jednakze najwyzsze stosowane ste-
zenie nie powinno przekracza¢ dziesieciokrotnosci
maksymalnej jednorazowo zastosowanej dawki. Jezeli
badane sa substancje inne niz agrochemikalia, nalezy
stosowacé serie pieciu stezen w postepie geometrycz-
nym. Badane stezenia powinny obejmowac zakres ko-
nieczny do wyznaczenia wartosci EC,.

1.7. Wykonanie badania
1.7.1. Warunki narazenia
1.7.1.1. Stezenia substancji badanej i kontrola

Jezeli badane sg agrochemikalia, badang probke
gleby dzieli sie na trzy czesci o rownej masie. Dwie
czesci miesza sie z nosnikiem zawierajgcym badany
produkt, a trzecig cze$¢ miesza sie z nosnikiem bez ba-
danego produktu (kontrola). Zaleca sie stosowanie mi-
nimum trzech powtérzen dla stezen i kontroli. W przy-
padku badania substancji innych niz agrochemikalia
glebe dzieli sie na sze$¢ czesci o réwnej masie. Pigé
z nich miesza sie z nosnikiem zawierajagcym badang
substancje, a szdstg miesza sie z no$nikiem bez bada-
nej substancji. Zaréwno dla kontroli, jak i badanych
serii stezen zaleca sie prowadzenie trzech powtdrzen.
Nalezy podjgé wszelkie starania w celu zapewnienia
jednorodnego rozprowadzenia badanej substancji
w prébkach gleby. Podczas mieszania nalezy unikaé
ubijania i zgniatania gleby.

1.7.1.2. Inkubacja probek glebowych

Inkubacja prébek glebowych moze by¢ przeprowa-
dzona na dwa sposoby: catej partii gleby z badang sub-
stancjg i gleby kontrolnej lub z wykorzystaniem réw-
nych czesci poszczegolnych probek gleby kontrolnej
i z badang substancja. Jezeli inkubuje sie cate partie
gleby, to nalezy przygotowac duzg ilos¢ probek kontro-
Inych i z badang substancja, zeby podczas badania po-
biera¢ z nich mate prébki do analizy. Wyjsciowa masa
przygotowanej gleby pierwotnej i w stezeniach zalezy
od rozmiaru préobek pobieranych do analizy, liczby za-
stosowanych powtdrzeh w analizie oraz przewidywa-
nej maksymalnej krotnosci pobierania. Gleby inkubo-
wane w catosci przed pobieraniem préobek do analizy
powinny zostaé¢ dobrze wymieszane. Jezeli gleby sg in-
kubowane jako poszczegodlne probki, to kazda z nich,
zaréwno kontrolna, jak i z badang substancjg dzielona
jest na wymagana liczbe mniejszych prébek i te sg wy-
korzystywane wedtug potrzeby. W doswiadczeniach,
gdzie przewiduje sie wiecej niz dwa pobrania prébek
do analizy, mniejsze probki powinny by¢ przygotowa-
ne w ilosci wystarczajgcej dla wszystkich powtérzen
we wszystkich punktach czasowych pobierania pro-
bek. Powinny byé inkubowane przynajmniej trzy po-
wtdrzenia badanej gleby w warunkach tlenowych (zo-
bacz pkt 1.7.1.1). Podczas wszystkich badan stosowane
powinny byé odpowiednie pojemniki o powierzchni
pozwalajgcej na unikniecie rozwoju warunkéw beztle-
nowych. Jezeli badane sg substancje lotne, badania
nalezy prowadzi¢ z serig poszczegolnych prébek.
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1.7.1.3. Warunki i czas trwania badania

Badanie jest wykonywane w ciemnosci w tempe-
raturze pokojowej 20+2 °C. Wilgotnosé probek gleby
powinna byé utrzymywana w czasie badania pomie-
dzy 40 % a 60 % maksymalnej pojemnosci wodnej gle-
by (zobacz pkt 1.6.4.2) z odchyleniem =5 %. W miare
potrzeby mozna doda¢ wode destylowang lub dejoni-
zowana.

Minimalny czas trwania badania wynosi 28 dni.
Jezeli badane sg agrochemikalia, to poréwnywane sa
ilosci wytworzonych azotanow w probkach kontrol-
nych i z badang substancja. Jezeli po 28 dniach réznig
sie one o wiecej niz 25 %, to badanie jest kontynuowa-
ne az osiggnie sie roznice rowna lub mniejsza niz 25 %
lub przez maksimum 100 dni w zaleznosci od tego, co
nastapi wczesniej. Dla substancji innych niz agroche-
mikalia badanie konczy sie po 28 dniach. Po 28 dniach
w prébkach kontrolnych i préobkach gleby z badana
substancjg oznacza sie ilo$é azotanow i oblicza warto-
$ci ECx.

1.7.2. Pobieranie probek i analiza gleb
1.7.2.1. Terminy pobierania probek gleby

Jezeli bada sie agrochemikalia, to prébki gleby do
analizy azotanow pobiera sie w 0, 7, 14 i 28 dniu. Je-
zeli konieczne jest przedtuzenie badania, dalsze po-
miary powinno wykonywac¢ sie w odstepach 14-dnio-
wych.

Jezeli bada sie substancje inne niz agrochemikalia,
to nalezy stosowac przynajmniej pie¢ stezen, a probki
gleby badaé¢ na zawarto$¢ azotandéw na poczatku
(dzien 0) i na koniec okresu narazenia (28 dzien). Do-
datkowy pomiar, np. w 7 dniu, moze by¢ réwniez wy-
konany, jezeli zostanie to uznane za konieczne. Dane
otrzymane w 28 dniu sg uzywane do wyznaczenia
wartosci EC dla substancji chemicznej. Jezeli jest to
wymagane, to dane z probek kontrolnych z dnia 0 mo-
ga zosta¢ wykorzystane do podania poczatkowej ilosci
azotanow w glebie.

1.7.2.2. Analiza probek glebowych

llos¢ wytworzonych azotanéw w kazdym powto-
rzeniu probek z badang substancja i glebie kontrolnej
oznacza sie za kazdym razem podczas pobierania pro-
bek. Azotany ekstrahuje sie z gleby przez wytrzasanie
z odpowiednim rozpuszczalnikiem, np. 0,1 M roztwo-
rem chlorku potasu. Zaleca sie stosowanie 5 ml roz-
tworu KCI na gram suchej masy gleby. W celu opty-
malizacji ekstrakcji naczynia zawierajgce glebe do eks-
trakcji i roztwér ekstrakcyjny powinny byé napetnione
nie wiecej niz do pofowy. Mieszaniny wytrzasa sie
przez 60 minut, przy predkosci 150 obrotéw na minu-
te. Mieszaniny odwirowywuje sie lub filtruje. Fazy cie-
kte analizuje sie na zawartosé¢ azotanow. Ekstrakty
wolne od czasteczek moga byé przechowywane przed
analiza w temperaturze minus 20+5 °C do szesciu mie-
siecy.

2. WYNIKI

2.1. Obliczanie wynikow

Jezeli badanie wykonuje sie z agrochemikaliami, to
ilos¢ wytworzonych azotandéw w kazdej podwodjnej
probce powinna byé zapisana, a srednie wartosci ze
wszystkich powtérzen powinny zostaé zestawione
w formie tabeli. Przemiany azotu powinny zosta¢ osza-
cowane za pomocg odpowiedniej i ogodlnie uznanej
metody statystycznej (np. test F, poziom istotnosci 5 %).
llosci wytworzonego azotanu wyraza sie w mg azota-
nu/kg suchej masy gleby/dzien. llosé wytworzonego
azotanu w kazdym stezeniu porownuje sie z ilosScig
w glebie kontrolnej i obliczany jest procent odchylenia
wzgledem kontroli.

Jezeli badanie wykonywane jest dla substancji in-
nych niz agrochemikalia, to okresla sig ilos¢ wytwo-
rzonych azotanéw w kazdym powtdrzeniu i dla osza-
cowania warto$ci EC, wyznacza sig¢ krzywa zaleznosci
dawka-odpowiedz. llosci azotandw (tj. mg azotanu/kg
suchej masy gleby) oznaczonych w prébkach trakto-
wanych po 28 dniach poréwnuje sie z prébkami kon-
trolnymi. Z tych danych oblicza sie procent inhibicji
dla kazdego stezenia. Wartosci wyrazone w procen-
tach nalezy korelowaé z odpowiednimi stezeniami.
Procedury statystyczne powinny umozliwié obliczenie
wartosci EC,. Przy zastosowaniu standardowych pro-
cedur (zobacz pozycje 10, 11 i 12 piSmiennictwa) dla
obliczonych wartosci EC, wyznacza sig takze przedzia-
ty ufnosci (p=0,95).

Badane substancje, ktére zawieraja duze ilosci
azotu, moga spowodowac wzrost ilosci azotanow wy-
twarzanych w czasie badania. Jezeli takie substancje
badane sg w wysokich stezeniach (np. substancje sto-
sowane wielokrotnie), to w badaniu musi zosta¢ za-
stosowana wtasciwa kontrola (tj. gleba plus badana
substancja, ale bez substratu roslinnego). Dane z ta-
kiej kontroli nalezy uwzgledni¢ w obliczeniach warto-
$ci EC,.

2.2. Interpretacja wynikow

Jezeli szacuje sie wyniki z badania agrochemika-
liow, a réznica w ilosci wytworzonych azotanéw po-
miedzy nizszg dawka (tj. maksymalnym przewidywa-
nym stezeniem w srodowisku) a dawkag stosowang
w badaniu kontrolnym jest réwna lub nizsza niz 25 %
w jakimkolwiek czasie pobierania probki po 28 dniu, to
produkt moze zostaé scharakteryzowany jako niema-
jacy dtugoterminowego wptywu na przemiany azotu
w glebie. Przy szacowaniu wynikéw z badan substan-
cji innych niz agrochemikalia stosuje sie wartosci
ECgq, ECy5 i/lub EC,y,.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ naste-
pujace informacije:

Doktadna identyfikacja stosowanej gleby:

— umiejscowienie geograficzne
kosé),

(dtugosé, szero-
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— informacje o historii miejsca (tj. rodzaj roslinnosci
pokrywajacej, zastosowane $rodki ochrony roslin,
nawozy, przypadkowe zanieczyszczenia),

— zastosowanie gleby (gleba rolnicza, lesna, itp.),
— gtebokosé pobierania gleby (cm),

— zawartos$¢ piasku/itu/gliny (% suchej masy),

— wartos¢ pH (w wodzie),

— zawartos¢ wegla organicznego (% suchej masy),
— zawartos¢ azotu (% suchej masy),

— poczgtkowe stezenie azotanéw (mg azotandw/kg
suchej masy),

— zdolnos$¢ wymiany jonowej (mmol/kg),

— biomasa mikroorganizmow wyrazona w procen-
tach catkowitej zawartosci wegla organicznego,

— metody stosowane do oznaczenia kazdego para-
metru,

— wszystkie informacje dotyczace pobierania i prze-
chowywania probek,

— szczegoty dotyczgce wstepnej inkubaciji gleby.
Badana substancja:

— postaé fizyczna i istotne wtasciwosci fizykoche-
miczne,

— nazwa chemiczna oraz wzér strukturalny, czystosé
(tj. dla srodkéw ochrony roslin procentowa zawar-
tos¢ substancji aktywnej), zawartosé azotu.

Substrat:
— zrodto substratu,
— sktad (tj. lucerna, lucerna — trawa),
— zawarto$¢ wegla i azotu (% suchej masy),

— rozmiar sita (mm).

Warunki badania:

— szczegoty dotyczace wzbogacenia gleby substra-
tem organicznym,

— liczba stezen badanej substancji i uzasadnienie
wyboru stezen,

— szczego6ty dotyczace sposobu podania badanej
substancji do gleby,

— temperatura inkubacji,

— wilgotnosé gleby na poczatku i podczas trwania
badania,

— zastosowana metoda inkubacji gleby (cata partia
gleby czy jako seria poszczegolnych prébek gleby),

— liczba powtdrzen,
— informacja o tym, ile razy pobierano probki,

— metoda stosowana do ekstrakcji azotanow z gle-
by.

Wyniki:

— procedura analityczna i sprzet stosowany do ana-
lizy azotanow,

— dane zawierajgce poszczegdlne wyniki i wartosci
srednie pomiarow azotandéw w postaci tabeli,

— odchylenia pomiedzy powtdérzeniami w probkach
narazanych i kontrolnych,

— wyjasnienia poprawek w obliczeniach, jezeli ko-
nieczne,

— odchylenia w wytwarzaniu azotandw w kazdym
czasie pobierania préobek wyrazone w procentach
lub w postaci wartosci EC5, z 95 % przedziatami
ufnoséci, inne wartosci EC_ (tj. EC,5 lub EC,()
z przedziatami ufnosci oraz wykres krzywej zalez-
nosci dawka-odpowiedz,

— statystyczne opracowanie wynikéw,

— wszystkie informacje i obserwacje pomocne w in-
terpretacji wynikow.
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Zatacznik nr 12

C.22. MIKROORGANIZMY GLEBOWE: BADANIE PRZEMIAN WEGLA

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 217 (2000).

1.1. Wstep

Niniejsza metoda badawcza opisuje laboratoryjnag
metodyke stuzacg do badania dtugoterminowych
wptywow srodkéw ochrony roslin i innych substancji
chemicznych, po jednorazowym narazeniu, na aktyw-
no$¢ mikroorganizméw glebowych w przemianach
wegla. Badanie opiera si¢ gtownie na zaleceniach Eu-
ropejskiej i Srodziemnomorskiej Organizacji Ochrony
Roslin (zobacz pozycja 1 piSmiennictwa). Brano row-
niez pod uwage inne wytyczne, takie jak niemieckiego
Biologicznego Urzedu Federalnego (zobacz pozycja 2
pi$miennictwa), amerykanskiej Agencji Ochrony Sro-
dowiska US EPA (zobacz pozycja 3 pismiennictwa)
oraz SETAC (zobacz pozycja 4 piSmiennictwa). Pod-
czas posiedzenia OECD na temat wyboru gleby/osadu
w Belgirate, Wtochy w 1995 r. (zobacz pozycja 5 pi-
$miennictwa), uzgodniono liczbe i rodzaj gleby, ktore
mozna zastosowaé w badaniach wykonanych wg ni-
niejszej metody. Zalecenia co do pobierania, obrébki
i przechowywania prébek glebowych opierajg sie na
Dokumencie Przewodnim ISO (zobacz pozycja 6 pi-
Smiennictwa) oraz na ustaleniach podjetych podczas
spotkania roboczego w Belgirate.

Podczas okreslania i oceny charakterystyki toksy-
kologicznej badanych substancji konieczne moze oka-
zac¢ sie oznaczenie ich wptywow na aktywnos$é mikro-
organizmoéw glebowych, np. gdy wymagane sg dane
dotyczgce potencjalnych skutkdw ubocznych dziatania
srodkédw ochrony roslin na mikroflore glebowa lub
gdy spodziewane jest narazenie mikroorganizmoéow
glebowych na substancje chemiczne inne niz srodki
ochrony roslin. Badanie przemian wegla wykonuje

sie, aby okreslié¢ wptywy takich substancji chemicz-
nych na mikroflore glebowa. Podczas badania agro-
chemikaliéw ($rodki ochrony roslin, nawozy, chemika-
lia stosowane w lesnictwie) wykonuje sie zaréwno ba-
danie przemian wegla, jak i badanie przemian azotu.
Przy badaniach innych substancji wystarczajace jest
badanie przemian azotu. Jezeli jednak wartos¢ ECg,
w badaniu przemian azotu dla takich substancji przyj-
muje warto$¢ zawartg w tym samym zakresie jak dla
handlowo dostepnych inhibitoréw nitryfikacji (np. ni-
trapyrina), to badanie przemian wegla moze by¢ wy-
konane celem zebrania dalszych informaciji.

Gleby sktadajg sie z zywych i nieozywionych
sktadnikéw, ktére istnieja w ztozonych i heterogenicz-
nych mieszaninach. Mikroorganizmy wraz z wieloma
gatunkami majacymi wktad w rézne aspekty uzyznie-
nia gleby odgrywaja wazng role w rozktadzie i prze-
mianach materii organicznej w zyznych glebach. Dtu-
goterminowe zakidcenie tych procesow biochemicz-
nych moze potencjalnie oddziatywaé na krazenie
sktadnikéw odzywczych i poprzez to zmieniaé zyznosé
gleby. Przemiany wegla i azotu nastepujg we wszyst-
kich zyznych glebach. Chociaz zespoty mikroorgani-
zmow odpowiedzialne za te procesy roznig sie miedzy
glebami, to szlaki przemian sg zasadniczo takie same.

Badanie opisane w niniejszej metodzie ma stuzyé
wykrywaniu dtugoterminowych szkodliwych wpty-
wow substancji na proces przemiany wegla w aerobo-
wych glebach powierzchniowych. Niniejsze badanie
jest wrazliwe na wszelkie zmiany wielkosci i aktywno-
$ci zespotdw mikroorganizmow odpowiedzialnych za
przemiany wegla, poniewaz poddaje te zespoty za-
rowno stresowi chemicznemu, jak i pozbawia je we-
gla. Stosowana jest gleba piaszczysta o niskiej zawar-
tosci materii organicznej. Do tej gleby dodaje sie ba-
dang substancje i inkubuje w warunkach, ktére po-
zwalajg na szybki metabolizm mikroorganizmoéw.
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W takich warunkach zrodta tatwo dostepnego wegla
w glebie szybko sie wyczerpuja. Powoduje to niedo-
boér wegla, co zaréwno zabija komérki mikroorgani-
zmow, jak i indukuje diapauze i/lub sporulacje. Jezeli
badanie trwa dtuzej niz 28 dni, to suma tych reakg;ji
moze by¢ oznaczona w badaniu kontrolnym (gleby
nietraktowane) jako postepujaca utrata metabolicznie
aktywnej biomasy mikroorganizméw (zobacz pozycja
7 pismiennictwa). Jezeli na biomase w glebie obcigzo-
nej weglem, w warunkach badania, ma wptyw obec-
nosé substancji chemicznej, to moze ona nie powrdcié
do tego samego poziomu co w badaniu kontrolnym.
Dlatego zaktécenia spowodowane przez badang sub-
stancje w jakimkolwiek momencie podczas badania
czesto bedg trwaty az do jego zakohczenia.

Badanie, z ktérego wywodzi sie niniejsza metoda
badawcza, byto pierwotnie zaprojektowane dla sub-
stancji, ktorych ilos¢é w glebie mozna byto przewidzieé.
Tak jest na przyktad w przypadku $srodkdw ochrony ro-
slin, dla ktérych znana jest ich ilo$é stosowana w polu.
W przypadku agrochemikaliéw wystarczajgce jest ba-
danie dwoch dawek, jakie przewiduje sie lub przypusz-
cza, ze beda stosowane. Agrochemikalia moga by¢ ba-
dane jako substancje aktywne (s.a.) lub jako gotowe
formy uzytkowe. Jednakze niniejsze badanie nie ogra-
nicza sie tylko do substancji chemicznych o mozliwym
do przewidzenia stezeniu w srodowisku. Zmieniajac
zaréwno ilo$¢ badanej substancji stosowanej do gleby,
jak i sposéb opracowania danych, badanie moze by¢
rowniez wykonane w przypadku substancji chemicz-
nych, co do ktérych nie jest znana ich spodziewana
ilos¢ w glebie. Dlatego dla substancji innych niz agro-
chemikalia oznacza sie wptyw serii steze na przemia-
ny wegla. Dane z tych badan uzywane sg do wyznacze-
nia krzywej zaleznosci dawka-odpowiedz i wyliczenia
wartosci EC,, gdzie x jest zdefiniowanym % skutku.

1.2. Definicje

Przemiany wegla: to rozktad przez mikroorgani-
zmy materii organicznej prowadzacy do wytworzenia
dwutlenku wegla jako produktu koncowego.

EC, (Stezenie efektywne): jest stezeniem badanej
substancji w glebie powodujgcym x procent inhibicji
przemian wegla do dwutlenku wegla.

EC;, (Medialne stezenie efektywne): jest steze-
niem badanej substancji w glebie powodujgcym 50 %
inhibicje przemian wegla do dwutlenku wegla.

1.3. Substancje kontrolne
Brak.
1.4. Zasada metody badawczej

Do przesianej gleby dodaje sie badang substancije
lub glebe pozostawia sie bez dodatku badanej substan-
cji (kontrola). Jezeli badane sg agrochemikalia, to zale-
ca sie minimum dwa stezenia badanej substancji, ktére
powinny by¢ wybrane w odniesieniu do najwyzszego
stezenia, jakie przewiduje sie w warunkach polowych.
Po 0, 7, 14 i 28 dniach inkubacji prébki gleby z substan-

cjg badanga i prébki gleby kontrolnej sg mieszane z glu-
koza i po kolejnych 12 godzinach oznacza sie oddycha-
nie indukowane glukoza. Oddychanie jest wyrazone ja-
ko ilo$¢ uwolnionego dwutlenku wegla (mg dwutlenku
wegla/kg suchej masy gleby/godzine) lub ilosé zuzyte-
go tlenu (mg tlenu/kg gleby/godzing). Oddychanie
w probkach z substancja badang jest poréwnywane
z wartoscig kontrolng i oblicza sie procent odchylenia
wzgledem kontroli. Wszystkie badania prowadzone sa
przynajmniej przez 28 dni. Jezeli w 28 dniu réznica mie-
dzy probkami kontrolnymi i prébkami z substancja ba-
dang jest réwna lub wigksza niz 25 %, to pomiary sa
kontynuowane w odstepach 14-dniowych do maksy-
malnie 100 dni. Jezeli badane sg substancje inne niz
agrochemikalia, to do probek gleby dodaje sie substan-
cje w stezeniach stanowigcych serie, a oddychanie in-
dukowane glukoza (tj. $rednie ilosci wytworzonego
dwutlenku wegla lub zuzytego tlenu) oznacza sie po
28 dniach inkubacji. Wyniki badah z wieloma stezenia-
mi analizowane sg przy pomocy modelu regresji. Wyli-
czane sg wartosci EC, (np.: ECg,, EC,g i/lub EC, ).

1.5. Wiarygodnos¢ badania

Szacowanie wynikéw badania dla agrochemika-
liow opiera sie na stosunkowo matych rodznicach
(tj. srednia warto$¢ +25 %) pomiedzy uwolnionym
dwutlenkiem wegla lub zuzytym tlenem w kontroli
i probkach badanych, wiec duze odchylenia w kontro-
li moga prowadzié¢ do fatszywych wynikéw. Dlatego
zmiennos$¢ pomiedzy powtérzeniami w kontroli po-
winna wynosi¢ mniej niz +15 %.

1.6. Opis metody badawczej
1.6.1. Wyposazenie

W badaniu stosuje sie naczynia testowe wykonane
z obojetnego chemicznie materiatu. Powinny by¢ one
odpowiedniej wielkosci w zaleznosci od zastosowanej
procedury inkubacji gleb, tj. inkubacji catej partii gle-
by lub jako seria poszczegodlnych probek glebowych
(zobacz pkt 1.7.1.2). Nalezy poczynié starania, by zmi-
nimalizowaé straty wody z jednej strony, a z drugiej by
umozliwié wymiane gazowg podczas badania (np. na-
czynia stosowane w badaniu moga by¢ nakryte perfo-
rowang folig polietylenowg). Gdy badane sg substan-
cje lotne, powinny byé stosowane szczelne i nieprze-
puszczalne dla gazu naczynia. Powinny one mie¢ takie
rozmiary, by probka gleby wypetniata w przyblizeniu
jedna czwartg ich objetosci.

Do oznaczenia oddychania indukowanego glukozag
wymagane sg ukfady inkubacyjne oraz urzadzenia do
pomiardw wytworzonego dwutlenku wegla lub zuzy-
tego tlenu. Przyktady takich uktaddéw i urzadzen sa opi-
sane w pozycji 8, 9, 10, 11 piSmiennictwa.

1.6.2. Wybor i liczba gleb

Stosowana jest gleba jednego rodzaju. Zalecana
charakterystyka gleby jest nastepujaca:

— zawarto$é piasku: nie mniej niz 50 % i nie wiecej
niz 75 %,
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— wartos$é pH: 5,5—7,5,
— zawartos¢ wegla organicznego: 0,56—1,5 %,

— biomasa mikroorganizmoéw powinna by¢ oznaczo-
na (zobacz pozycje 12 i 13 pisSmiennictwa), a za-
wartos¢ wegla powinna stanowié¢ przynajmniej
1 % catkowitego wegla organicznego gleby.

Gleba o takich wtasciwosciach jest najbardziej nie-
korzystnym przypadkiem, poniewaz adsorpcja bada-
nej substancji jest minimalna, a jej dostepnos$é dla mi-
kroflory maksymalna. Dlatego badania z innymi gle-
bami ogodlnie sa niepotrzebne. Jednakze w pewnych
okolicznosciach, np. gdy przewidywane zastosowanie
badanej substancji bedzie miato miejsce na szczegél-
nych glebach, takich jak kwasne gleby lesne lub
w przypadku substancji chemicznych natadowanych
elektrostatycznie, konieczne moze sie okazaé zastoso-
wanie dodatkowej gleby.

1.6.3. Pobieranie i przechowywanie prébek gleby
1.6.3.1. Pobieranie probek gleby

Dostepne powinny byé szczegotowe informacije
dotyczace historii miejsca, z ktérego pobierana jest
gleba do badah. Podaé nalezy doktadne miejsce, ro-
dzaj roslinnosci pokrywajacej, daty zastosowania srod-
kéw ochrony roslin, zastosowanie nawozdéw organicz-
nych i nieorganicznych, dodatki materiatéw biologicz-
nych lub przypadkowe zanieczyszczenia. Miejsce,
z ktérego pobiera sie proby gleby do badan, powinno
by¢ tak dobrane, by umozliwi¢ dtugoterminowe jego
uzycie. Odpowiednie sg pastwiska stale wypasane, po-
la uprawne z jednorocznymi uprawami zbdz (z wyjat-
kiem kukurydzy) lub gesto zasiane zielone tgki. Miejsce
wybrane do pobierania prébek nie powinno by¢ poda-
wane zabiegom z uzyciem s$rodkéw ochrony roslin
przez minimum jeden rok przed pobraniem probek.
Ponadto przez przynajmniej sze$¢ miesiecy przed po-
bieraniem préb nie powinno stosowac¢ sie zadnego na-
wozu organicznego. Zastosowanie nawozu mineralne-
go jest mozliwe tylko w przypadku wymagania tego
przez rosliny uprawne, a probki gleby nie powinny byé
pobierane wczesniej niz trzy miesigce po zastosowaniu
nawozu. Nalezy unikaé stosowania gleb, na ktérych
stosowano nawozy o znanych skutkach dziatania bio-
bodjczego (np. cyjanamid wapnia).

Nalezy unikaé¢ pobierania prébek podczas lub tuz
po dtugich okresach suszy (wieksze niz 30 dni) lub
sptywow wody. W przypadku gleb ornych probki nale-
zy pobieraé z gtebokosci 0 do 20 cm. W przypadku tak
(pastwisk) lub innych gleb, gdzie orka nie byta prze-
prowadzana przez diugie okresy (przynajmniej jeden
sezon), maksymalna gteboko$¢ pobierania prébek
moze wynosié¢ nieco wiecej niz 20 cm (np. do 25 cm).
Probki gleby powinny byé transportowane w pojemni-
kach i temperaturze, ktére gwarantujg, ze pierwotne
wtasciwosci gleby nie zostang znaczaco zmienione.

1.6.3.2. Przechowywanie probek gleby

Najbardziej wtasciwe jest stosowanie gleby swie-
7o pobranej z pola. Jezeli jednak nie ma sposobu na

unikniecie przechowywania w laboratorium, to gleby
moga by¢ przechowywane w ciemnosci w temperatu-
rze 4+2 °C przez maksimum trzy miesigce. Podczas
przechowywania gleby nalezy zapewnié¢ warunki tle-
nowe. Jezeli gleby pobiera sie z miejsc, gdzie sg one
zamarzniete przez przynajmniej trzy miesigce w roku,
to mozna rozwazy¢ przechowywanie ich prébek przez
sze$¢ miesiecy w temperaturze —18 °C. Biomase mi-
kroorganizméw w przechowywanych glebach oznacza
sie przed kazdym doswiadczeniem. Wegiel w bioma-
sie powinien stanowi¢ przynajmniej 1 % catkowitego
wegla organicznego (zobacz pkt 1.6.2).

1.6.4. Obrobka i przygotowanie gleby przed badaniem
1.6.4.1. Inkubacja wstepna

Jezeli gleba byta przechowywana (zobacz
pkt 1.6.4.2 i pkt 1.7.1.3), zaleca sie inkubacje wstepna
przez odpowiedni okres wynoszacy od 2 do 28 dni.
Temperatura i wilgotnos$¢ gleby podczas inkubac;ji
wstepnej powinny byé podobne do tych stosowanych
w badaniu (zobacz pkt 1.6.4.2 i pkt 1.7.1.3).

1.6.4.2. Parametry fizykochemiczne

Glebe oczyszcza sie recznie z duzych zanieczysz-
czen (np. kamieni, czesci roslin) i nastepnie przesiewa
do czastek o rozmiarach réwnych lub mniejszych niz
2 mm. Wilgotnosé gleby powinna by¢ dostosowana
za pomocg wody destylowanej lub dejonizowanej do
wartosci pomiedzy 40 i 60 % maksymalnej pojemno-
$ci wodnej.

1.6.5. Przygotowanie badanej substancji w celu doda-
nia do gleby

Badang substancje podaje sie z nosnikiem. Nos$ni-
kiem moze by¢ woda (dla substancji rozpuszczalnych
w wodzie) lub obojetna stata substancja, taka jak drob-
ny piasek kwarcowy (rozmiar czastek: 0,17—0,5 mm).
Nalezy unikaé¢ stosowania ptynnych nosnikéw innych
niz woda (np. rozpuszczalniki organiczne, takie jak
aceton, chloroform), poniewaz moga one zniszczyé
mikroflore. Jezeli jako nos$nik stosuje sie piasek, to
moze on zawieraé badang substancje rozpuszczong
lub zawieszong w odpowiednim rozpuszczalniku.
W takich przypadkach rozpuszczalnik powinien by¢
usuniety przez odparowanie przed wymieszaniem
z gleba. Dla rownomiernego rozprowadzenia badanej
substancji w glebie zaleca sie stosowanie 10 g piasku
na kilogram gleby (sucha masa). Do prébek kontrol-
nych dodaje sie takg samg ilosé wody i/lub piasku.

Badajac substancje lotne, nalezy na tyle, na ile to
mozliwe unikaé strat podczas ich wprowadzania,
a takze nalezy poczyni¢ starania, by w sposob jedno-
rodny rozprowadzié¢ substancje w glebie (np. substan-
cja powinna zosta¢ podana do gleby w kilku miej-
scach).

1.6.6. Stezenia substancji badanej

Jezeli badane sg agrochemikalia lub inne substan-
cje chemiczne o mozliwym do przewidzenia stezeniu
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w $rodowisku, to powinny byé zastosowane przynaj-
mniej dwa stezenia. Nizsze stezenie powinno odpo-
wiadaé przynajmniej maksymalnej ilosci spodziewa-
nej w glebie w warunkach praktycznych, natomiast
wyzsze stezenie powinno byé¢ wielokrotnoscia steze-
nia nizszego. Stezenia badanej substancji dodanej do
gleby oblicza sie przy zatozeniu jednorodnego roz-
mieszczenia do gtebokosci 5 cm i gestosci gleby row-
nej 1,5. W przypadku agrochemikaliéw stosowanych
bezposrednio do gleby lub substancji chemicznych,
ktorych ilos¢ w glebie mozna przewidzieé, zalecane
badane stezenia to maksymalne Przewidywane Steze-
nie w Srodowisku (PEC) i jego pieciokrotnosé. W przy-
padku substancji, ktore stosuje sie kilkakrotnie w cza-
sie sezonu, badane stezenia wyznacza sie, mnozac
PEC przez maksymalna przewidywana liczbe zastoso-
wan. Jednakze najwyzsze stosowane stezenie nie po-
winno przekracza¢ dziesieciokrotnosci maksymalnej
jednorazowo zastosowanej dawki.

Jezeli badane sg substancje inne niz agrochemika-
lia, nalezy stosowaé geometryczng serie pieciu stezen.
Badane stezenia powinny obejmowacé zakres koniecz-
ny do wyznaczenia wartosci EC,.

1.7. Wykonanie badania
1.7.1. Warunki narazenia
1.7.1.1. Stezenia substancji badanej i kontrola

Jezeli badane sg agrochemikalia, badang probke
gleby dzieli sie na trzy czesci o rownej masie. Dwie
czesci miesza sie z nosnikiem zawierajgcym badany
produkt, a trzecig cze$¢ z nosnikiem bez badanego
produktu (kontrola). Zaleca sie stosowanie minimum
trzech powtodrzen dla stezen i kontroli. W przypadku
badania substancji innych niz agrochemikalia glebe
dzieli sie na sze$¢ czesci o rownej masie. Pie¢ z nich
miesza sie z no$nikiem zawierajgcym badang substan-
cje, a szostg z nosnikiem bez badanej substancji. Za-
rowno dla kontroli, jak i badanych serii stezen zaleca
sie prowadzenie trzech powtorzeh. Nalezy podjaé
wszelkie starania w celu zapewnienia jednorodnego
rozprowadzenia badanej substancji w prébkach gleby.
Podczas mieszania nalezy unika¢ ubijania i zgniatania

gleby.
1.7.1.2. Inkubacja probek glebowych

Inkubacja prébek glebowych moze byé przeprowa-
dzona na dwa sposoby: catej partii gleby z badang
substancjg i gleby kontrolnej lub z wykorzystaniem
rownych czesci poszczegdlnych préobek gleby kontrol-
nej i z badang substancja. Jezeli badane sg substancje
lotne, to badania nalezy prowadzi¢ z serig poszczegol-
nych prébek. Jezeli inkubuje sie cate partie gleby, to
nalezy przygotowaé duzag ilo$é préobek kontrolnych
i z badang substancja, zeby podczas badania pobieraé
z nich mate probki do analizy. Wyjsciowa masa przy-
gotowanej gleby pierwotnej i w stezeniach zalezy od
rozmiaru prébek pobieranych do analizy, liczby zasto-
sowanych powtdrzeh w analizie oraz przewidywanej
maksymalnej krotnosci pobierania. Gleby inkubowa-
ne w catosci przed pobieraniem prébek do analizy po-

winny zostaé dobrze wymieszane. Jezeli gleby sg in-
kubowane jako poszczegdlne prébki, to kazda z nich,
zarowno kontrolna, jak i z badang substancjg dzielona
jest na wymagana liczbe mniejszych probek i te sg wy-
korzystywane wedtug potrzeby. W doswiadczeniach
gdzie przewiduje sie wiecej niz dwa pobrania prébek
do analizy, mniejsze préobki powinny byé przygotowa-
ne w ilosci wystarczajgcej dla wszystkich powtdrzen
we wszystkich punktach czasowych pobierania pro-
bek. Powinny by¢ inkubowane przynajmniej trzy po-
wtdérzenia badanej gleby w warunkach tlenowych (zo-
bacz pkt 1.7.1.1). Podczas wszystkich badan stosowa-
ne powinny byé odpowiednie pojemniki o powierzch-
ni pozwalajacej na unikniecie rozwoju warunkow bez-
tlenowych. Jezeli badane sg substancje lotne, badania
nalezy prowadzi¢ z serig poszczegdlnych probek.

1.7.1.3. Warunki i czas trwania badania

Badanie jest wykonywane w ciemnosci w tempe-
raturze pokojowej 20+2 °C. Wilgotnos$¢ prébek gleby
powinna byé utrzymywana w czasie badania pomie-
dzy 40 % a 60 % maksymalnej pojemnosci wodnej
gleby (zobacz pkt 1.6.4.2) z odchyleniem 5 %. W mia-
re potrzeby mozna dodaé¢ wode destylowang lub dejo-
nizowana.

Minimalny czas trwania badania wynosi 28 dni.
Jezeli badane sg agrochemikalia, to poréwnywane sg
ilosci uwolnionego dwutlenku wegla lub zuzytego tle-
nu w probkach kontrolnych i z badang substancja. Je-
zeli w 28 dniu réznig sie one o wiecej niz 25 %, to ba-
danie jest kontynuowane, az osiggnie sie roéznice row-
ng lub mniejszg niz 25 % lub przez maksimum 100 dni
w zaleznosci od tego, co nastgpi wczes$niej. Dla sub-
stancji innych niz agrochemikalia badanie konczy sie
po 28 dniach. Po 28 dniach w prébkach kontrolnych
i gleby z badang substancjg oznacza sie ilos¢ uwolnio-
nego dwutlenku wegla lub zuzytego tlenu i oblicza
wartosci EC,.

1.7.2. Pobieranie probek i analiza gleb
1.7.2.1. Terminy pobierania probek gleby

Jezeli bada sie agrochemikalia, to prébki gleby do
analizy oddychania indukowanego glukozg pobiera
sie w 0, 7, 14 i 28 dniu. Jezeli konieczne jest przedtu-
zenie badania, dalsze pomiary powinny by¢ wykony-
wane w odstepach 14-dniowych po 28 dniu.

Jezeli bada sie substancje inne niz agrochemikalia
to nalezy stosowac¢ przynajmniej pie¢ stezen, a oddy-
chanie indukowane glukoza w prébkach glebowych
oznacza sie na poczatku (dzien 0) i na koniec okresu
narazenia (28 dzien). Dodatkowy pomiar np. w 7 dniu
moze by¢ réwniez wykonany, jezeli zostanie to uznane
za konieczne. Dane otrzymane 28 dnia sg uzywane do
wyznaczenia wartosci EC dla substancji chemiczne;.
Jezeli jest to wymagane, to dane z prébek kontrolnych
z dnia 0 mogg zostaé wykorzystane do podania po-
czatkowej ilosci metabolicznie aktywnej biomasy mi-
kroorganizmoéw w glebie (zobacz pozycja 12 pismien-
nictwa).
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1.7.2.2. Oznaczanie oddychania indukowanego glukoza

Oddychanie indukowane glukozag w kazdym po-
wtdérzeniu prébek z badang substancja i kontroli ozna-
cza sie za kazdym razem podczas pobierania préobek.
Probki gleby miesza sie z odpowiednig iloscig glukozy,
by wywotaé natychmiastowa maksymalng reakcje od-
dychania. llo$¢ glukozy potrzebna do wywotania mak-
symalnej reakcji oddychania dla danej gleby moze by¢
oznaczona w badaniu wstepnym przy zastosowaniu
serii stezeh glukozy (zobacz pozycja 14 pismiennic-
twa). Zazwyczaj iloscig wystarczajagcg w przypadku
gleby piaszczystej o 0,56—1,5 % zawartosci wegla or-
ganicznego jest 2000 mg do 4000 mg glukozy na kg
suchej masy gleby. Glukoza moze byé zmielona do po-
staci proszku z czystym piaskiem kwarcowym
(10 g piasku/kg suchej masy gleby) i w sposdéb jedno-
rodny wymieszana z gleba.

Probki gleby z dodang glukozg sa inkubowane
w odpowiednim urzadzeniu do ciggtego pomiaru od-
dychania, co godzine lub co dwie godziny (zobacz
pkt 1.6.1) w temperaturze 20+2 °C. Przez kolejnych
12 godzin oznacza sig ilos¢ wytworzonego dwutlenku
wegla lub zuzytego tlenu, a pomiary powinny zaczaé
sie jak najwczesniej, tj. w ciaggu 1 do 2 godzin po do-
daniu glukozy. Podczas 12 godzin mierzy sie catkowi-
te ilosci wytworzonego dwutlenku wegla lub zuzytego
tlenu i oznacza sie $srednig wartosé¢ oddychania.

2. WYNIKI
2.1. Obliczanie wynikow

Jezeli badanie wykonuje sie z agrochemikaliami,
to ilosé wytworzonego dwutlenku wegla lub zuzytego
tlenu w kazdej prébce powinna by¢ zapisana, a $red-
nie wartosci ze wszystkich powtdérzen powinny zostaé
zestawione w formie tabeli. Wyniki powinny zostaé
oszacowane za pomocag odpowiedniej i ogdlnie uzna-
nej metody statystycznej (np. test F, poziom istotnosci
5 %). Oddychanie indukowane glukoza wyraza sie
w mg dwutlenku wegla/kg suchej masy gleby/godzine
lub w mg tlenu/kg suchej masy gleby/godzine. Sred-
nig ilos¢ wytworzonego dwutlenku wegla lub zuzyte-
go tlenu w kazdym stezeniu poréwnuje sie z iloscig
w glebie kontrolnej i oblicza sie procent odchylenia
wzgledem kontroli.

Jezeli badanie wykonywane jest dla substancji in-
nych niz agrochemikalia, to okresla sig ilos¢ wytwo-
rzonego dwutlenku wegla lub zuzytego tlenu w kaz-
dym powtdrzeniu i dla oszacowania wartosci EC wy-
znacza sie krzywa zaleznosci dawka-odpowiedz. Oddy-
chanie indukowane glukoza (tj. mg dwutlenku we-
gla/kg suchej masy gleby/godzine lub w mg tlenu/kg
suchej masy gleby/godzine) oznaczone w prébkach
z badang substancjg po 28 dniach jest porownywane
z kontrola. Z tych danych oblicza sie procent inhibicji
dla kazdego stezenia. Wartosci wyrazone w procen-
tach nalezy korelowaé z odpowiednimi stezeniami.
Procedury statystyczne powinny umozliwi¢ obliczenie
wartosci EC,. Przy zastosowaniu standardowych pro-

cedur (zobacz pozycje 15, 16 i 17 piSmiennictwa) dla
obliczonych wartosci EC_ wyznacza sie takze przedzia-
ty ufnosci (p=0,95).

X

2.2. Interpretacja wynikow

Jezeli szacuje sie wyniki z badania agrochemika-
liow, a roznica w oddychaniu pomiedzy nizszag dawka
(tj. maksymalnym przewidywanym stezeniem w $ro-
dowisku) a kontrolg jest réwna lub nizsza niz 25 %
w jakimkolwiek czasie pobierania probki po 28 dniu, to
produkt moze zostaé scharakteryzowany jako niema-
jacy dtugoterminowego wptywu na przemiany wegla
w glebie. Przy szacowaniu wynikow z badan substan-
cji innych niz agrochemikalia stosuje sie wartosci
ECgq, ECyg i/lub EC,y,.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ naste-
pujace informacije:

Doktadna identyfikacja stosowanej gleby:

— umiejscowienie geograficzne szero-

kos¢),

(dtugosé,

— informacje o historii miejsca (tj. rodzaj roslinnosci
pokrywajacej, zastosowane $rodki ochrony roslin,
nawozy, przypadkowe zanieczyszczenia itp.),

— zastosowanie gleby (gleba rolnicza, le$na itp.),
— gtebokosé pobierania gleby (cm),

— zawartos$¢ piasku/itu/gliny (% suchej masy),

— wartosé pH (w wodzie),

— zawarto$¢ wegla organicznego (% suchej masy),
— zawartos¢ azotu (% suchej masy),

— poczatkowe stezenie azotandw (mg azotandw/kg
suchej masy),

— zdolno$é wymiany jonowej (mmol/kg),

— biomasa mikroorganizmow wyrazona w procen-
tach catkowitej zawartosci wegla organicznego,

— metody stosowane do oznaczenia kazdego para-
metru,

— wszystkie informacje dotyczace pobierania i prze-
chowywania prébek,

— szczegOty dotyczace wstepnej inkubacji gleby.

Badana substancja:

— postaé fizyczna i istotne wtasciwosci fizykoche-
miczne,

— nazwa chemiczna oraz wzor strukturalny, czystosé
(tj. dla srodkdw ochrony roslin procent substancji
aktywnej), zawartosé¢ azotu.
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Warunki badania:

— szczegoty dotyczace wzbogacenia gleby substra-

tem organicznym,

liczba stezen badanej substancji i uzasadnienie
wyboru stezen,

szczegoty dotyczagce podania badanej substancji
do gleby,

temperatura inkubac;ji,

wilgotnos$¢ gleby na poczatku i podczas trwania
badania,

zastosowana metoda inkubacji gleby (cata partia
gleby, czy jako seria poszczegdlnych probek gle-
by),

informacja o tym, ile razy pobierano prébki,

czas pobrania probek.
Wyniki:

metoda i sprzet stosowany do pomiardw respira-
cji,

dane zawierajgce poszczegdlne wyniki i wartosci
srednie pomiaréw dwutlenku wegla lub tlenu
w formie tabel,

odchylenia pomiedzy powtdrzeniami w prébkach
z badang substancja i kontrolnych,

wyjasnienia poprawek w obliczeniach, jezeli byty
konieczne,

odchylenia w oddychaniu indukowanym glukoza
w kazdym czasie pobierania prébek wyrazone
w procentach lub w postaci wartosci ECg, z 95 %
przedziatami ufnosci, inne wartosci EC, (tj. EC,g
lub EC,,) z przedziatami ufnosci oraz wykres krzy-
wej zaleznosci dawka-odpowiedz,

statystyczne opracowanie wynikow, jezeli jest ko-
nieczne,

wszystkie informacje i obserwacje pomocne w in-
terpretacji wynikow.
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Zatacznik nr 13

C.23. PRZEMIANY TLENOWE | BEZTLENOWE W GLEBIE

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 307 (2002).

1.1. Wstep

Niniejsza metoda badawcza opiera sie na istnieja-
cych wytycznych (zobacz pozycje 1,2, 3,4,5,6,7,8i9
pismiennictwa). Badanie wykonane wg niniejszej me-
tody ma na celu oszacowanie tlenowych i beztleno-
wych przemian substancji chemicznych w glebie. Do-
swiadczenie wykonuje sie, aby okresli¢ (i) stopien
przemian badanej substancji i (ii) rodzaj i ilosci po-
wstajacych i ulegajacych rozktadowi produktow prze-
mian, na ktdre moga by¢ narazone organizmy glebo-
we i rosliny. Takie badania s3 wymagane dla substan-
cji chemicznych bezposrednio stosowanych do gleby
lub dla tych, ktére z duzym prawdopodobienstwem
osiggng srodowisko glebowe. Wyniki takich badan la-
boratoryjnych moga byé takze wykorzystane przy
opracowywaniu metod pobierania prébek i ich anali-
zy w badaniach polowych.

Badania tlenowe i beztlenowe przeprowadzane na
jednym rodzaju gleby sa na ogdt wystarczajgce do
oszacowania szlakow przemian (zobacz pozycje 8, 10
i 11 piSmiennictwa). Stopien przemian powinien byé
oszacowany przynajmniej w trzech rodzajach gleb (zo-
bacz pozycje 8 i 10 piSmiennictwa).

Na Warsztatach OECD dotyczacych wyboru gleb
i osadow, ktére odbywaty sie we Wtoszech, Belgirate
w 1995 r. (zobacz pozycja 10 pismiennictwa), uzgod-
niono liczbe i rodzaje gleb, ktére moga byé stosowane
w badaniu. Rodzaje badanych gleb powinny by¢ re-
prezentatywne dla regionu, w ktérym nastgpi zastoso-
wanie lub uwolnienie substancji. Na przyktad sub-
stancje, ktére beda stosowane w regionach tropikal-
nych i subtropikalnych, powinny byé badane na gle-
bach typu Ferrasol i Nitosol (wedtug klasyfikacji FAO).
Na Warsztatach podjeto takze zalecenia w zakresie po-
bierania, opracowania i przechowywania probek gle-
bowych na bazie Wytycznych ISO (zobacz pozycja 15
pismiennictwa). W metodzie uwzglednia sie takze sto-
sowanie gleb spod upraw ryzowych.

1.2. Definicje

Badana substancja: kazda substancja, w tym zwiga-
zek wyjsciowy i odpowiednie produkty przemian.

Produkty przemian: wszystkie substancje pocho-
dzace z reakcji przemian biotycznych lub abiotycznych
badanej substancji, w tym CO, i produkty, ktére sg
w zwigzanych pozostatosciach.

Zwigzane pozostatosci: ,Zwigzane pozostatosci”
stanowia zwiagzki w glebie, roslinie lub zwierzeciu, kt6-
re trwajg w matrycy w postaci zwigzku wyjsciowego
lub jego metabolitow/produktéw przemian po ekstrak-
cji. Metoda ekstrakcji nie powinna znaczaco zmieniaé
samych zwigzkéw lub struktury matrycy. Sposoéb wig-
zania moze by¢ czesciowo wyjasniony przez zmiane
sposobu ekstrakcji z matrycy lub wyspecjalizowane
techniki analityczne. W taki sposéb zidentyfikowano
na przyktad wigzania kowalencyjne jonowe i sorpcyj-
ne, a takze ,putapki”. Ogdlnie tworzenie zwigzanych
pozostatosci redukuje znaczaco biodostepnosé i bio-
przystepnos¢ (zobacz pozycja 12 pismiennictwa)
[zmodyfikowane wedtug IUPAC 1984 r. (zobacz pozy-
cja 13 pismiennictwal)l.

Przemiany tlenowe: reakcje zachodzace w obec-
nosci tlenu czgsteczkowego (zobacz pozycja 14 pi-
$miennictwa).

Przemiany beztlenowe: reakcje zachodzace pod
nieobecnosé tlenu czasteczkowego (zobacz pozycja 14
pismiennictwa).

Gleba: jest mieszaning mineralnych i chemicznych
organicznych sktadnikéw, przy czym te drugie sktada-
ja sie ze zwigzkoéw o wysokiej zawartosci wegla i azo-
tu i o duzych masach czasteczkowych, ozywionych
przez mate (najczesciej mikro-) organizmy. Gleby mo-
ga znajdowac sie w dwadch stanach:

a) niewzruszony, czyli tak jak gleba rozwijata sie
w czasie z charakterystycznymi powtokami roz-
nych jej rodzajow,

b) wzruszony, czyli taki, ktéry dotyczy gleb uprawia-
nych lub wtedy gdy pobiera sie probki przez wy-
kopywanie i stosuje w niniejszej metodzie (zobacz
pozycja 14 piSmiennictwa).

Mineralizacja: jest petnym rozktadem zwigzku or-
ganicznego do CO, i H,O w warunkach tlenowych
oraz CH,, CO, i H,0 w warunkach beztlenowych.
W kontekscie niniejszej metody gdy stosuje sie zwia-
zek znakowany '4C, mineralizacja oznacza rozktad,



Dziennik Ustaw Nr 251

— 16447 —

Poz. 2119

podczas ktdérego znakowany atom wegla jest utlenia-
ny z uwolnieniem odpowiedniej ilosci '4CO, (zobacz
pozycja 14 piSmiennictwa).

Okres potrozktadu: t,;, jest czasem potrzebnym
na zajscie 50 % przemian badanej substancji, jezeli
przemiany mozna opisaé¢ kinetyka pierwszego rzedu;
czas ten nie zalezy od stezenia.

DT;, (Okres Zanikania 50): jest czasem, w ktorym
stezenie badanej substancji jest zredukowane o 50 %;
jestinne od okresu potrozpadu t, ¢, gdy przemiany nie
nastepuja wedtug kinetyki pierwszego rzedu.

DT,; (Okres Zanikania 75): jest czasem, w ktorym
stezenie badanej substancji jest zredukowane o0 75 %.

DT,, (Okres Zanikania 90): jest czasem, w ktérym
stezenie badanej substanc;ji jest zredukowane o0 90 %.

1.3. Substancje kontrolne

Substancje kontrolne powinny byé stosowane
w celu charakteryzacji i/lub identyfikacji produktow
przemian metodami spektroskopowymi lub chroma-
tograficznymi.

1.4. Zastosowanie badania

Metoda ma zastosowanie dla wszystkich substan-
cji chemicznych (nieznakowanych lub znakowanych),
dla ktérych istnieje metoda analityczna o odpowied-
niej czutosci i doktadnosci. Badanie stosuje sie dla
zwigzkéw o niewielkiej lotnosci, nielotnych, rozpusz-
czalnych i nierozpuszczalnych w wodzie. Badania nie
nalezy wykonywaé dla substancji o wysokiej lotnosci
z gleby (np.: fumiganty, rozpuszczalniki organiczne),
ktorych nie mozna utrzymaé w glebie w warunkach
doswiadczalnych badania.

1.5. Informacje o badanej substancji

Dla pomiaru stopnia przemian stosowaé mozna
substancje znakowane i nieznakowane. Materiat zna-
kowany jest wymagany do badania szlakéw przemian
i ustalania bilansu masy. Zalecane jest znakowanie
14C, ale zastosowanie innych izotopow, takich jak 13C,
5N, 3H, 32P, takze moze byé uzyteczne.

Na tyle, na ile to mozliwe, znacznik powinien by¢
umiejscowiony w najbardziej stabilnej czesci czagstecz-
ki''. Czysto$¢ badanej substancji powinna wynosié
przynajmniej 95 %.

Przed wykonaniem badania przemian tlenowych
i beztlenowych w glebie na temat badanej substancji
powinny by¢ dostepne nastepujgce informacje:

11 Na przyktad jezeli badana substancja zawiera jeden pier-
$cien, wymagane jest znakowanie w tym pierscieniu; je-
zeli badana substancja zawiera dwa lub wigcej pierscieni,
to konieczne moga okazac¢ sie dodatkowe badania celem
okreslenia losu kazdego znakowanego pierscienia, aby
uzyskaé¢ odpowiednie informacje o tworzeniu produktéw
przemian.

a) rozpuszczalnosé w wodzie (wg Metody A.6),

b) rozpuszczalno$é w rozpuszczalnikach organicz-
nych,

c) preznos$é par (wg metody A.4) i stata Henry’'ego,

d) wspodiczynnik podziatu n-oktanol/woda (wg meto-
dy A.8),

e) trwatos¢ chemiczna w ciemnosci (hydroliza)
(wg metody C.7),

f) wartos¢ pK,, jezeli substancja jest podatna na
protonowanie lub deprotonowanie [Wytyczna
OECD nr 112] (zobacz pozycja 16 piSmiennictwa).

Inne uzyteczne informacje to dane o toksycznosci
badanej substancji dla mikroorganizmoéw glebowych
[wg metod badawczych C.21i C.22], zobacz pozycja 16
pismiennictwa.

Dostepne powinny byé metody analityczne (w tym
metody ekstrakcji i oczyszczania) dla ilosciowego
oznaczania i identyfikacji badanej substanciji i jej pro-
duktéw przemian.

1.6. Zasada metody badawczej

Probki gleby poddaje sie dziataniu badanej sub-
stancji i inkubuje w ciemnosci w kolbkach biometrycz-
nych lub w systemach przeptywowych w kontrolowa-
nych warunkach laboratoryjnych (w statej temperatu-
rze i wilgotnosci gleby). Po odpowiednich odstepach
czasowych probki gleby poddaje sie procesowi eks-
trakcji i oznacza sie substancje wyjsciowq i produkty
przemian. Produkty lotne zbiera sie do analizy przy
uzyciu odpowiednich urzadzen absorpcyjnych. Stosu-
jac materiat znakowany '“C, mozna zmierzyé rézne
stopnie mineralizacji badanej substancji przez zwigza-
nie uwolnionego '#CO, i bilans masy, w tym tworze-
nie zwigzanych pozostatosci.

1.7. Kryteria jakosci
1.7.1. Odzysk

Ekstrakcja i analiza przynajmniej podwojnych proé-
bek gleby tuz po dodaniu badanej substancji do gleby
daje pierwsze wskazéwki co do powtarzalnosci meto-
dy analitycznej i jednorodnosci zaaplikowania badanej
substancji do gleby. Odzyski dla dalszych faz badania
mozna ustalié¢ przez odpowiednie bilansy mas. Odzysk
powinien miesci¢ sie w granicach 90 % do 110 % dla
substancji znakowanych (zobacz pozycja 8 pismien-
nictwa) i 70 % do 110 % dla substancji nieznakowa-
nych (zobacz pozycja 3 pi$miennictwa).

1.7.2. Powtarzalnosé i czuto$é metody analitycznej

Powtarzalno$é metody analitycznej (z wytacze-
niem wydajnosci poczagtkowej ekstrakcji) w iloscio-
wym oznaczaniu substancji i produktéw przemian
mozna sprawdzi¢ przez podwdjng analize tego same-
go ekstraktu glebowego inkubowanego na tyle dtugo,
aby powstaty produkty przemiany.
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Granica wykrywalnosci (LOD) metody analitycznej
badanej substancji i produktéw przemiany powinna
wynosi¢ przynajmniej 0,01 mg/kg gleby (jako badana
substancja) lub 1 % zastosowanej dawki, w zaleznosci
ktora z wartosci jest nizsza. Powinno sie takze okresli¢
granice oznaczalnosci (LOQ).

1.7.3. Doktadno$é danych przemian

Analiza regresji stezen badanej substancji jako
funkcja czasu daje wtasciwg informacje o wiarygod-
nosci krzywej przemian i pozwala na obliczenie prze-
dziatéw ufnosci dla okreséw pétrozktadu (w przypad-
ku reakcji zachodzacej wg kinetyki pseudopierwszego
rzedu) lub wartosci DTy, i, jezeli to wtasciwe, takze
wartosci DT,5 i DTg,.

1.8. Opis metody badawczej
1.8.1. Sprzet i odczynniki

Systemy inkubacyjne sktadajg sie z uktadéw sta-
tycznych zamknietych lub z odpowiednich uktadéw
przeptywowych (zobacz pozycje 7 i 17 piSmiennictwa).
Przyktady uktadéw przeptywowych dla gleby i biome-
trycznych kolb przedstawiono odpowiednio na rysun-
kach C.23.1 i C.23.2. Obydwa rodzaje systemow inku-
bacji maja swoje wady i zalety (zobacz pozycje 7 i 17
pismiennictwa).

Wymagany jest standardowy sprzet laboratoryjny,
a w szczegolnosci:

— instrumenty analityczne, takie jak GLC, HPLC, TLC
wraz z odpowiednimi systemami detekcji do ana-
lizowania substancji znakowanych lub nieznako-
wanych lub do metody rozciehczen inwertowa-
nych izotopdw,

— instrumenty dla celéw identyfikacyjnych (np. MS,
GC-MS, HPLC-MS, NMR),

— licznik scyntylacyjny,
— utleniacz dla spalania materiatu radioaktywnego,
— wirdwka,

— sprzet do ekstrakcji (na przyktad probowki wiréw-
kowe do zimnej ekstrakcji i aparat Soxhleta do
metody ekstrakcji ciggtej),

— sprzet do zatezania roztwordéw i ekstraktow (np.
wyparka obrotowa),

— taznia wodna,

— urzadzenia do mieszania mechanicznego.

Stosowane odczynniki chemiczne to na przyktad:

— NaOH czystosci analitycznej, 2 mol/dm?3 lub inna
wtasciwa zasada (np. KOH, etanoloamina),

— H,S0, czystosci analitycznej, 0,05 mol/dm3,

— glikol etylenowy czystosci analitycznej,

— materiaty do absorpcji na ciato state, takie jak po-
liuretany lub wapno sodowe,

— rozpuszczalniki analityczne czystosci analitycznej,
takie jak aceton, metanol itp.,

— ciecz do scyntylacji.
1.8.2. Zastosowanie badanej substancji

W celu dodania do gleby i rozprowadzenia w niej
badanej substancji nalezy te substancje rozpuscié
w wodzie (dejonizowanej lub destylowanej) lub gdy to
konieczne w minimalnej ilosci acetonu lub innych roz-
puszczalnikdw organicznych (zobacz pozycja 6 pi-
Smiennictwa), w ktérych badana substancja jest wy-
starczajgco rozpuszczalna i trwata. Jednakze ilo$¢ wy-
krywanego rozpuszczalnika nie powinna mie¢ znaczg-
cego wptywu na aktywnos¢ mikrobiologiczng gleby
(zobacz pkt 1.5 i pkt 1.9.2—1.9.3). Nalezy unika¢ stoso-
wania rozpuszczalnikéw hamujacych aktywnos$é mi-
krobiologiczng, takich jak chloroform, dichlorometan
i inne rozpuszczalniki halogenowane.

Badana substancja moze by¢ takze dodana w po-
staci ciata statego, np.: zmieszana z piaskiem kwarco-
wym (zobacz pozycja 6 piSmiennictwa) lub w matej
probce gleby, ktéra zostata wysuszona na powietrzu
i wyjatowiona. Jezeli badang substancje dodaje sie za
pomoca rozpuszczalnika, to nalezy doprowadzi¢ do
wyparowania rozpuszczalnika przed dodaniem do
probki gleby i nastepnie do catej niesterylnej gleby do
badania.

Dla ogdtu substancji chemicznych, ktorych gtéwny
szlak dostawania sie do gleby to osady $ciekowe/dzia-
talnosé rolnicza, badang substancje powinno sie naj-
pierw doda¢ do osadu, a nastepnie wprowadzi¢ do
probki gleby (zobacz pkt 1.9.2 i pkt 1.9.3).

Nie zaleca sie stosowania produktéw w postaci
gotowych formulacji. Jednak w przypadku substancji
o stabej rozpuszczalnosci zastosowanie materiatu
w formulacji moze byé wtasciwa alternatywa.

1.8.3. Gleby
1.8.3.1. Wybdr gleby

Aby okresli¢ szlak przemian, stosowaé¢ mozna gle-
be reprezentatywng; zalecane jest stosowanie gleby
piaszczysto-ilastej lub gliniasto-ilastej, lub ilastej, lub
ilasto-piaskowej [wedtug klasyfikacji FAO i USDA (zo-
bacz pozycja 18 pismiennictwa)l o wartosci pH
w granicach 5,5—8,0, zawartosci wegla organiczne-
go 0,5—2,5 % i masie mikroorganizmow przynaj-
mniej odpowiadajacej 1 % ogodlnego wegla organicz-
nego (zobacz pozycja 10 piSmiennictwa).

W badaniach stopnia przemian stosowadé nalezy
przynajmniej trzy dodatkowe rodzaje gleb, reprezenta-
tywne dla zakresu odpowiednich gleb. Gleby powinny
roznic sie co do zakresu zawartosci wegla organiczne-
go, wartosci pH, zawartosci gliny i mikroorganizméw
(zobacz pozycja 10 piSmiennictwa).
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Wszystkie gleby powinny by¢ scharakteryzowane
przynajmniej pod wzgledem struktury (% zawartos$é
piasku, % zawartos¢ itu, % zawartos¢ gliny) [wedtug
klasyfikacji FAO i USDA, zobacz pozycja 18 pismien-
nictwal, wartosci pH, zdolnos$ci wymiany kationéw, za-
wartos¢ wegla organicznego, gestosci, cech retencji
wody'2 oraz biomasy mikroorganizmoéw (tylko w przy-
padku badan tlenowych). Dodatkowe informacje
o wtasciwosciach gleby moga by¢ uzyteczne podczas
interpretacji wynikow. Dla okreslania cech gleby moz-
na stosowaé metody podane w piSmiennictwie (zo-
bacz pozycje 19, 20, 21, 22 i 23 piSmiennictwa). Bioma-
se mikroorganizmow powinno sie oznaczaé¢ metoda
oddychania indukowanego substratem (SIR) (zobacz
pozycje 25 i 26 pismiennictwa) lub metodami alterna-
tywnymi (zobacz pozycja 20 pi$miennictwa).

1.8.3.2. Pobieranie, opracowanie i przechowywanie
gleb

Dostepne powinny by¢ szczegotowe informacije
o historii miejsca, z ktérego pobiera sie glebe do ba-
dan. Do szczegotow tych zalicza sie doktadna lokaliza-
cje miejsca, pokrywe wegetacyjng, zabiegi chemiczne,
zabiegi z zastosowaniem nawozdéw organicznych i nie-
organicznych, dodawanie materiatow biologicznych
lub informacje o innych zanieczyszczeniach. Jezeli do
gleb, w ciggu ostatnich czterech lat, dodawana byta
badana substancja lub jej strukturalne pochodne, to
gleby te nie powinny byé stosowane do badania prze-
mian (zobacz pozycje 10 i 15 pi§miennictwa).

Gleba powinna by¢ $swiezo pobrana z pola (z prze-
kroju A lub z gérnej 20 cm warstwy) przy zawartosci
wody pozwalajacej na przesiewanie. Dla wszystkich
gleb z wyjatkiem uzyskanych z pél ryzowych pobiera-
nie nie powinno byé wykonywane podczas lub tuz po
dtugich okresach (>30 dni) suszy, zmarzniecia lub zala-
nia (zobacz pozycja 14 pismiennictwa). Prébki powin-
ny byé transportowane w sposob minimalizujacy
zmiany w zawartosci wody w glebie i trzymane
w ciemnosci z wolnym dostepem powietrza na tyle,
na ile to mozliwe. Na ogdét odpowiednim do tych ce-
6w jest luzno zawigzany worek polietylenowy.

Gleba powinna byé poddana obrdbce jak najszyb-
ciej po pobraniu. W celu usuniecia matych kamieni,
fauny i pozostatosci roslin nalezy, przed przesianiem
przez sito o oczkach 2 mm, usunaé recznie roslinnosgé,
wieksze kamienie i faune. Nalezy unika¢ nadmiernego
wysuszenia i rozdrobnienia gleby przed przesiewa-
niem (zobacz pozycja 15 pi$miennictwal).

Gdy pobieranie gleby w zimie jest trudne (gleba za-
marznieta lub pokryta $niegiem), to mozna pobieraé ja
partiami z gleby przechowywanej w szklarni pod po-
krywa roslin (np. trawa lub mieszaning trawy i koniczy-

12 Retencja wody w glebie moze byé zmierzona jako wydaj-
nos$¢ polowa, jako pojemnos$é wodna lub jako napiecie
ssania wody (pF). Wyjasnienia podano w tabeli C.23.1.
W sprawozdaniu koncowym nalezy podaé, czy cechy re-
tencji wody i gesto$¢ ogdlna gleby byty okreslane
w prébkach polowych gleby niewzruszonej lub w préb-
kach gleby wzruszonej (obrabianej).

ny). Zaleca sig, aby badania byty wykonane na swiezo
pobranej glebie; ale jezeli pobrana i obrobiona gleba
musi by¢é przechowywana przed badaniem, to powin-
no sie zapewni¢ do tego odpowiednie warunki i jest to
mozliwe tylko przez ograniczony czas (42 °C przez
maksimum trzy miesigce) tak, by utrzymacé aktywnosé
mikrobiologiczna'3. Szczegétowe informacje dotycza-
ce pobierania, obrobki i przechowywania gleb stoso-
wanych w badaniach biotransformacji mozna znalezé
w pozycjach 8, 10, 15, 26 i 27 piSmiennictwa.

Przed obrobieniem gleby, ktéra bedzie stosowana
w badaniu, powinna byé¢ ona preinkubowana tak, aby
wykietkowaty nasiona i mozna je byto usunaé, a na-
stepnie ponownie ustalita sie rdwnowaga metaboli-
zmu mikrobiologicznego po zmianie warunkéw z po-
bierania lub przechowywania na warunki inkubacyjne.
Okres preinkubacji trwajgcy pomiedzy 2 a 28 dni
w warunkach temperatury i wilgotnosci zblizonych do
warunkow doswiadczenia jest na ogdt wystarczajgcy
(zobacz pozycja 15 pi$miennictwa). W sumie czas
przechowywania i preinkubacji nie powinien przekra-
czaé trzech miesiecy.

1.9. Wykonanie badania
1.9.1. Warunki doswiadczenia
1.9.1.1. Temperatura doswiadczenia

Podczas catego okresu doswiadczenia gleby po-
winny by¢ inkubowane w ciemnosci w statej tempera-
turze odpowiedniej dla warunkéw klimatycznych,
w ktérych stosowana lub uwolniona bedzie badana
substancja. Zaleca sie stosowanie temperatury
20+2 °C dla wszystkich substancji chemicznych, ktore
moga by¢ stosowane i uwolnione do gleb klimatu
umiarkowanego. Temperatura powinna by¢é monitoro-
wana. Dla substancji chemicznych, ktére moga byé
stosowane i uwolnione do gleb w klimacie zimniej-
szym (np. kraje pétnocne, podczas okreséw jesienno-
-zimowych), dodatkowe prébki gleby powinny by¢ in-
kubowane w nizszej temperaturze (np. 10+2 °C).

1.9.1.2. Zawartosc¢ wilgoci

W badaniach przemian w warunkach tlenowych
zawartosé wilgoci w glebie' powinna byé dostosowa-
na i utrzymywana w zakresie pF od 2,0 do 2,5 (zobacz
pozycja 3 piSmiennictwa). Zawartos$¢ wilgoci jest wy-
razana jako masa wody przypadajgca na mase suchej

13 Wyniki najnowszych badan wykazuja, ze gleby ze strefy
klimatu umiarkowanego moga byé przechowywane
w -20 °C przez wiecej niz trzy miesigce (zobacz pozycje
28, 29 pismiennictwa) bez znaczacej utraty ich aktywno-
$ci mikrobiologiczne;.

14 Gleba nie powinna byé zbyt wilgotna ani tez zbyt sucha,
by utrzymaé odpowiednie natlenienie i status odzywczy
dla mikroflory glebowej. Zalecana zawarto$¢ wilgoci
optymalna dla wzrostu mikroorganizmoéw miesci sie w za-
kresie 40—60 % pojemnosci wodnej i od 0,1 do 0,33 bar
(zobacz pozycja 6 piSmiennictwa). Ten drugi zakres odpo-
wiada zakresowi pF od 2,0 do 2,5. Typowe zawartosci wil-
gotnosci réznych gleb podano w tabeli C.23.2.
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gleby i powinna by¢ regularnie kontrolowana
(np. w dwutygodniowych odstepach) przez wazenie
kolbek inkubacyjnych, a straty wody kompensowane
przez jej dodawanie (najlepiej stosowaé wode krano-
wg wyjatowiong metodg filtracji). Nalezy podjaé
wszelkie starania, aby zminimalizowa¢ straty badanej
substancji i/lub produktéw przemian przez ulatnianie
i/lub fotodegradacje (jezeli wystepuje) podczas regu-
lowania wilgotnosci.

W przypadku badan w warunkach beztlenowych
i poletka ryzowego gleba jest nasycona wodg przez za-
lanie.

1.9.1.3. Warunki inkubacji tlenowej

W systemach przeptywowych warunki tlenowe sg
utrzymywane przez przerywane przeptywy lub ciggte
napowietrzanie nawilgoconym powietrzem. W kol-
bach biometrycznych wymiana powietrza nastepuje
przez dyfuzje.

1.9.1.4. Jatowe warunki tlenowe

Dla uzyskania informacji o istotnosci przemian
abiotycznych badanej substancji probki gleby moga
by¢ wyjatowione (metody sterylizacji podano w pozy-
cji 16 i 29 piSmiennictwa), traktowane jatowag badanag
substancjg (np. podanie roztworu przez sterylny filtr)
i napowietrzane sterylnym nawilgoconym powie-
trzem, jak opisano w pkt 1.9.1.3. W przypadku gleb
z poletek ryzowych sterylizowana powinna by¢ gleba
i woda, a inkubacja powinna byé¢ przeprowadzona jak
podano w pkt 1.9.1.6.

1.9.1.5. Warunki inkubacji beztlenowej

W celu stworzenia i utrzymania warunkéw beztle-
nowych gleba poddana dziataniu badanej substancji
i inkubowana w warunkach tlenowych przez 30 dni lub
okres potrozktadu lub DTy, (w zaleznosci, ktora z tych
wartosci jest krétsza) jest nastepnie zalewana woda
(pokrywa wodna 1—3 cm), a system inkubacyjny prze-
mywany strumieniem obojetnego gazu (np. azot lub
argon)'®. System badawczy musi umozliwiaé pomiar
wartosci pH, stezenia tlenu i potencjatu red-oks oraz
zawieraé¢ materiaty do pochtaniania produktéw lot-
nych. System biometryczny powinien by¢ zamkniety
tak, aby unikngé¢ wnikania powietrza przez dyfuzje.

1.9.1.6. Warunki inkubacji gleb poletka ryzowego

Dla zbadania przemian w warunkach poletka ryzo-
wego glebe zalewa sie 1—5 cm pokrywa wodng, a ba-
dang substancje podaje sie do fazy wodnej (zobacz
pozycja 9 piSmiennictwa). Zaleca sie przynajmniej

15 Warunki tlenowe sg dominujagcymi w glebach powierzch-
niowych, a nawet w glebach podpowierzchniowych jak
wykazano w projekcie finansowanym przez UE [K. Takagi
et al. (1992). Microbial diversity and activity in sub-soils:
Methods, field site, seasonal variation in subsoil tempe-
ratures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Envi-
ronm. Aspects Pesticides Microbiol., 270—277, 17—21,
August 1992, Sigtuna, Sweden]. Warunki beztlenowe
moga wystgpi¢ okresowo podczas zalania gleb po du-
zych opadach lub na polach ryzowych.

5 cm warstwe gleby. System powinien byé wentylo-
wany powietrzem tak, jak w warunkach tlenowych.
Wartos$é pH, stezenie tlenu i potencjat red-oks war-
stwy wodnej powinien by¢ monitorowany i przedsta-
wiony w sprawozdaniu. Przed rozpoczeciem badania
przemian konieczny jest przynajmniej dwutygodnio-
wy okres preinkubacji (zobacz pkt 1.8.3.2).

1.9.1.7. Czas trwania badania

Badania stopnia i szlakdw przemian w zasadzie nie
powinny przekraczaé¢ 120 dni (zobacz pozycje 3, 6 i 8
pismiennictwa)'6, poniewaz po tym czasie w sztucz-
nym uktadzie laboratoryjnym izolowanym od $rodo-
wiska nalezy spodziewaé sie spadku aktywnosci bio-
masy mikroorganizméw glebowych. Jezeli konieczne
jest ustalenie rozpadu badanej substancji oraz tworze-
nia i rozpadu gtéwnych produktéw przemian, to bada-
nie moze byé¢ kontynuowane przez dtuzsze okresy
(np. 6 lub 12 miesiecy) (zobacz pozycja 8 piSmiennic-
twa). Stosowanie dfuzszych okreséw inkubacji nalezy
uzasadni¢ w sprawozdaniu; nalezy jednoczes$nie pro-
wadzi¢ pomiary biomasy podczas tego okresu i na je-
go zakonczenie.

1.9.2. Wykonanie badania

Okoto 50 do 200 g gleby (sucha masa) umieszcza
sie w kazdej kolbce inkubacyjnej (zobacz rysunki
C.23.1 i C.23.2 w Schemacie) oraz gleby traktowane
badang substancja jedng z metod opisanych
w pkt 1.8.2. Gdy podczas podawania badanej substan-
cji stosuje sie rozpuszczalniki organiczne, to nalezy je
usuna¢ z gleby przez odparowanie. Nastepnie gleba
jest doktadnie mieszana szpatutka i/lub przez wytrza-
sanie kolbki. Jezeli badanie jest wykonywane w wa-
runkach poletka ryzowego, to gleba i woda powinny
by¢ doktadnie wymieszane po dodaniu badanej sub-
stancji. W celu upewnienia sie o jednorodnym rozpro-
szeniu mate ilosci gleby traktowanej (np. 1 g) powin-
ny by¢ analizowane na zawartos¢ badanej substancji.
Alternatywna metoda podana jest ponize;j.

Dawka substancji powinna odpowiadaé najwyz-
szej zalecanej dawce $rodka ochrony roslin. Substan-
cja powinna by¢ jednorodnie rozprowadzona na wta-
$ciwg gtebokos$¢ w warunkach polowych (np. gérna
powtoka 10 cm gleby'’). Na przyktad, dla substancji

16 Badania tlenowe mozna zakonczyé duzo wczesniej niz
120 dni, pod warunkiem ze wyraznie osiggnieto ostatecz-
na przemiane i mineralizacje. Zakoczenie badania jest
mozliwe po 120 dniach lub gdy przemianie ulegto przy-
najmniej 90 % badanej substancji, ale tylko jezeli powsta-
to przynajmniej 5 % CO.,,

17 Obliczenie poczatkowego stezenia na podstawie areatu
wedtug réwnania:

Alkg / hal®10°[mg / kg]
1[m]®10"[m* / hale d[kg

C_q/‘,m, [mg/kg glu/u-] = /mw]

gleba

Cyleba = POCzatkowe stezenie w glebie [mg/kgl; A = stoso-
wana dawka [kg/hal; 1 = grubosé polowej pokrywy glebo-
wej [m]; d = gestosé nasypowa suchej gleby [kg/m3].
Wedtug zasady dawka 1 kg/ha powoduje stezenie w gle-
bie 1 mg/kg w 10 cm pokrywie (zaktadajac, ze gestosé na-
sypowa gleby wynosi 1 g/cm3).
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podawanych na liscie lub do gleby, bez inkorporacji,
2,5 cm jest wtasciwg gtebokoscia do obliczenia ilosci
substancji w kazdej kolbce. Dla substancji wnikaja-
cych w glebe wtasciwg gtebokoscia jest ta podana na
etykiecie. Ogodlnie dla substancji chemicznych dawka
powinna by¢ oszacowana na podstawie najbardziej
znaczgcego sposobu jej przenikania do gleby; na przy-
ktad gdy sposobem dostawania sie do gleby sg osady
sciekowe, to substancja powinna byé¢ dawkowana
w osadach w stezeniu, ktére bedzie odzwierciedlaé
spodziewane stezenie w osadzie i ilo$¢ osadu dodane-
go do gleby o zastosowaniu rolniczym. Jezeli to steze-
nie nie jest na tyle wysokie, aby pozwolié na okresle-
nie gtéwnych produktéw przemian, to pomocna moze
by¢ inkubacja dodatkowych prébek gleby o zwiekszo-
nej dawce, ale nalezy unikaé zbyt duzych dawek wpty-
wajacych na funkcjonowanie mikroorganizmow gle-
bowych (zobacz pkt 1.5 i pkt 1.8.2).

Alternatywnie do wigkszej partii (tj. 1 do 2 kg) gle-
by mozna dodawaé badang substancje, ktéra nalezy
ostroznie wymiesza¢ we wtasciwym urzadzeniu mie-
szajgcym i nastepnie przenies¢ w matych porcjach
50 do 200 g do kolbek inkubacyjnych (na przyktad za
pomocag rozdzielaczy prob). Mate ilosci (np. 1 g) z gle-
by traktowanej w catej partii powinno sie analizowaé
na zawarto$¢ badanej substancji celem upewnienia
sie 0 jej jednorodnym rozproszeniu. Preferuje sie taki
sposob postepowania, poniewaz pozwala on na bar-
dziej jednorodne rozprowadzenie badanej substanciji
w glebie.

Probki gleby bez badanej substancji inkubuje sie
w takich samych warunkach (tlenowych), jak prébki
z badanag substancja. Probki te wykorzystuje sie do
oznaczen biomasy pod koniec badania.

Gdy badana substancje dodaje sie do gleby w po-
staci rozpuszczonej w rozpuszczalnikach organicz-
nych, do prébek gleby dodaje sie takg sama ilo$¢ roz-
puszczalnika i inkubuje w takich samych warunkach
(tlenowych), jak prébki z badang substancjg. W celu
ustalenia wptywu rozpuszczalnika na biomase mikro-
organizmow probki te wykorzystuje sie¢ do oznaczen
biomasy na poczatku, podczas i pod koniec badania.

Probowki zawierajgce glebe z badana substancja
sg takze dotaczane do systemu przeptywowego opisa-
nego na rysunku C.23.1 lub zamykane kolumng ab-
sorpcyjng przedstawiong na rysunku C.23.2 (zobacz
Schemat).

1.9.3. Pobieranie prob i pomiary

Podwdjne serie kolb inkubacyjnych usuwa sie we
wtasciwych odstepach czasowych, a probki gleby
poddaje sie ekstrakcji odpowiednimi rozpuszczalnika-
mi o roznej polarnosci i analizuje na zawartosé¢ bada-
nej substancji i/lub produktéw przemian. Dobrze za-
projektowane badanie zapewnia wystarczajgcag ilosé
kolb, tak aby uzywaé dwodch kolb w kazdym badaniu
probki. Usuwa sie takze roztwory absorpcyjne lub sta-
te materiaty absorpcyjne w réznych odstepach czaso-
wych (7-dniowe odstepy podczas pierwszego miesia-

ca, nastepnie w okresie po pierwszym miesigcu w od-
stepach 17-dniowych) podczas badania i pod koniec
okresu inkubacji kazdej probki i analizuje sie na zawar-
tos¢ substancji lotnych. Oprécz probki gleby pobranej
bezposrednio przed podaniem materiatu badanego
(dzien 0) dotaczy¢ nalezy przynajmniej pie¢ probek po-
branych w dodatkowych terminach. Odstepy czasowe
nalezy dobraé¢ w taki sposéb, aby mozna byto ustali¢
model rozpadu badanej substancji i model rozpadu
i tworzenia produktéw przemiany (np.: dni 0, 1, 3, 7;
tygodnie 2, 3; miesigce 1, 2, 3).

Jezeli stosuje sie substancje znakowana '4C to ra-
dioaktywnos$é, ktéra nie jest ekstrahowalna, bedzie
okreslona przez spalanie. Bilans masy oblicza sie dla
kazdego czasu pobierania probek.

W przypadku inkubacji w warunkach beztleno-
wych i w przypadku poletka ryzowego faze glebowa
i wodng analizuje sie na zawarto$é badanej substancji
i produktéw przemian razem lub osobno przez filtracje
lub odwirowanie przed ekstrakcjg i oznaczaniem.

1.9.4. Badania opcjonalne

Przy ustalaniu wptywu temperatury i wilgotnosci
gleby na stopien przemian badanej substancji i/lub jej
produktéow przemian w glebie pomocne moga by¢ ba-
dania w warunkach tlenowych, niesterylnych w do-
datkowych temperaturach i wilgotnosciach gleby.

Mozna dokonaé charakterystyki radioaktywnej
czesci, nieulegajacej ekstrakcji, np. wykorzystujac me-
tode nadkrytycznej ekstrakcji fluidalnej.

2. WYNIKI
2.1. Opracowanie wynikéw

llosci badanej substancji, produktéw przemian,
substancji lotnych (wyrazone tylko w %) i nieulegaja-
cych ekstrakcji pozostatosci powinny byé wyrazone ja-
ko % stosowanego stezenia poczatkowego i gdy to
wtasciwe w postaci mg/kg gleby (w przeliczeniu na su-
cha mase gleby) dla kazdego okresu pobierania prob.
Bilans masy dla kazdego czasu pobierania préb nale-
zy przedstawié jako procent stosowanego stezenia po-
czatkowego. Graficzne przedstawienie stezen badanej
substancji wzgledem czasu pozwala na oszacowanie
jej potokresu przemian lub wartosci DTg,. Nalezy zi-
dentyfikowaé gtéwne produkty przemian, a ich steze-
nia powinny by¢ przedstawione na wykresie wzgle-
dem czasu w celu wykazania ich wytworzonych ilosci
oraz rozpadu. Gtéwnym produktem przemian jest kaz-
dy produkt stanowigcy =10 % zastosowanej dawki
w jakimkolwiek czasie podczas badania.

Zwigzane produkty lotne dajg pewna wiedze na te-
mat potencjatu do lotnosci badanej substancji i jej
produktow przemian z gleby.

Bardziej doktadne oszacowania okreséw potroz-
ktadu lub wartosci DT, i, jezeli to wtasciwe, wartosci
DT,5 i DTy, powinno sig otrzymac przez zastosowanie
odpowiedniego modelu obliczen kinetycznych. Warto-
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$ci okresow potrozktadu lub wartosci DTy, powinny
by¢ przedstawione wraz z opisem zastosowanego mo-
delu, rzedowosci kinetyki reakcji i okresleniem wspot-
czynnika (r2). Preferuje sie kinetyke pierwszego rzedu,
dopdki r2<0,7. Gdy to wtasciwe, to obliczenia nalezy
takze przedstawié¢ dla gtéwnych produktéw przemian.
Przyktady odpowiednich modeli sa opisane w pozy-
cjach 31, 32, 33, 34 i 35 piSmiennictwa.

W przypadku badan wykonywanych w réznych
temperaturach stopien przemiany powinien byé opi-
sany w postaci funkcji temperatury w zakresie tempe-
ratur doswiadczalnych przy zastosowaniu réwnania
Arrheniusa:

k=A4-¢ %7 b ]nk=lnA—§

gdzie:

— In A'i B sg statymi regresji odpowiednio przecie-
ciem i nachyleniem najdoktadniej dopasowanej
linii powstatej po liniowej regresji In k wzgle-
dem 1/T,

— k jest statg w temperaturze T,

— T jest temperaturg wyrazona w kelwinach.

Nalezy wzig¢ pod uwage waski zakres temperatur,
w ktérym réwnanie Arrheniusa jest spetnione, gdy
przemiany sg powodowane aktywnos$cig mikroorgani-
zmow.

2.2. Oszacowanie i interpretacja wynikow

Chociaz badania wykonywane sg w sztucznym
uktadzie laboratoryjnym, to wyniki pozwalajg na osza-
cowanie stopnia przemian badanej substancji oraz
stopnia tworzenia i rozpadu produktdw przemian
w warunkach polowych (zobacz pozycje 36 i 37 pi-
$miennictwa).

Badanie szlakow przemian substancji dostarcza in-
formacji o sposobie zmian strukturalnych badanej
substancji w glebie na drodze reakcji chemicznych
i mikrobiologicznych.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie z badania powinno zawieraé naste-
pujace informacje:

Badana substancja:

— nazwa zwyczajowa, nazwa chemiczna, numer
CAS, wzor strukturalny (wskazujgc pozycje znacz-
nikow, gdy stosowano materiat znakowany radio-
aktywnie) i wazne wtasciwosci fizykochemiczne
(zobacz pkt 1.5),

— czystos$¢ (zanieczyszczenia) badanej substancji,

— czystos$¢ radiochemiczna znakowanego zwigzku
i specyficzna aktywnos$¢ (gdy to wtasciwe).

Substancja kontrolna:

— nazwa chemiczna i struktura substancji kontrolnej
stosowanej do opisu i/lub identyfikacji produktu
przemiany.

Badane gleby:
— szczegoty dotyczace miejsca pobrania,
— data i sposéb pobrania,

— wtasciwosci gleby, takie jak: wartosé pH, zawar-
tosé wegla organicznego, sktad (% piasku, % itu, %
gliny), zdolnos$¢ wymiany jonow, gestosé ogolna,
retencja wody, biomasa mikroorganizméw,

— dtugos¢ okresu przechowywania i warunki prze-
chowywania (jezeli byta przechowywana).

Warunki badania:
— daty wykonania badania,
— ilo$é dodanej badanej substancji,

— stosowane rozpuszczalniki i metoda zaaplikowa-
nia badanej substancji,

— masa gleby traktowanej na poczatku badania i po-
bieranej w kazdym interwale czasowym,

— opis stosowanego systemu inkubacyjnego,

— ilosci przeptywajgcego powietrza (tylko dla syste-
mow przeptywowych),

— temperatura w czasie doswiadczenia,
— wilgotnosé gleby podczas inkubaciji,

— poczatkowa biomasa mikroorganizmoéw, nastep-
nie podczas badania i na koniec w warunkach tle-
nowych,

— wartos¢ pH, stezenie tlenu i potencjat red-oks na
poczatku badania, podczas i na koniec badania
w warunkach beztlenowych i poletka ryzowego,

— metody ekstrakgcji,

— metody oznaczania ilosciowego i identyfikacji ba-
danej substancji i gtéownych produktéw przemian
w glebie i materiatach absorpcyjnych,

— liczba powtodrzen i liczba kontroli.
Wyniki:
— wyniki oznaczenia aktywnosci mikrobiologicznej,

— powtarzalnosé i czuto$é stosowanych metod ana-
litycznych,

— stopieh odzysku (wartosci % dla zwalidowanego
badania podano w pkt 1.7.1),

— tabelaryzowane wyniki wyrazone jako % stosowa-
nej poczatkowej dawki i, gdy to wtasciwe, jako
mg/kg gleby (na podstawie suchej masy),
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bilans masy podczas i na koniec badania,

opis nieekstrahowalnej (zwigzanej) radioaktywno-
$ci lub pozostatosci w glebie,

ilosciowe oznaczenie uwolnionego CO, i innych
lotnych zwigzkow,

wykresy stezen glebowych wzgledem czasu dla
badanej substancji i, gdy to wtasciwe, dla gtéw-
nych produktow przemian,

okres potrozktadu lub DT, DT,5 i DTy, dla bada-
nej substancji i, gdy to wtasciwe, dla gtéwnych
produktdw przemian wraz z przedziatami ufnosci,

oszacowanie stopnia
w warunkach sterylnych,

degradacji abiotycznej

oszacowanie kinetyki przemian dla badanej sub-
stancji i, gdy to wtasciwe, dla gtéwnych produk-
tow przemian,

proponowane szlaki przemian, gdy to wtasciwe,
dyskusja i interpretacja wynikow,

dane pierwotne (tj. wybrane chromatogramy, wy-
brane obliczenia stopnia przemian i sposoby
identyfikacji produktéw przemian).
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TABELA C.23.1
PREZNOSC WODY, POJEMNOSC POLOWA (FC) | CALKOWITA POJEMNOSC WODNA (WHC)"

Wysokos¢ stupa wody [cm]
pF® bar® Uwagi
107 7 10° Sucha gleba
1,6 10* 42 16 Punkt wigdnigcia
10* 4 10
10° 3 1
6x10° 2,8 0,6
3,3x10° 2,5 0,33¢
10° 2 0,1 Zakres
60 1,8 0,06 pojemnosci polowej
33 1,5 0,033
10 1 0,01 WHC (przyblizenie)
1 0 0,001 Gleba nasycona woda

@ pF = log cm stupa wody.

(b) 1 bar = 105 Pa.

(©) Odpowiada przyblizonej 10 % zawartosci wody w piasku, 35 % w ile i 45 % w glinie.

(d) Pojemno$é polowa nie jest stata, ale waha sie w zalezno$ci od rodzaju gleby pomiedzy pF 1,5 i 2,5.

Cisnienie ssania gleby jest mierzone w cm stupa wody lub w barach. Ze wzgledu na duzy zakres preznosci jest
wyrazane jako pF, ktére jest ekwiwalentem logarytmu cm stupa wody.

Pojemnosc polowa jest definiowana jako ilosé wody, ktéra moze byé zatrzymana wzgledem grawitacji przez
naturalng glebe 2 dni pod dtuzszym okresie opadéw lub odpowiednim nawodnieniu. Okres$lana jest w glebie
niewzruszonej in situ w warunkach polowych. Pomiaru nie mozna wiec zastosowac dla gleb laboratoryjnych.
Wartosci FC oznaczone w glebach wzruszonych moga charakteryzowacé sie wielka zmiennoscia.

Pojemnosc wodna jest okreslana w laboratorium we wzruszonej i niewzruszonej glebie przez nasycenie kolum-
ny gleby woda przez transport kapilarny. Jest szczegdélnie uzyteczna dla gleb wzruszonych i moze by¢ do 30 %
wieksza od pojemnosci polowej (zobacz pozycja 1 pi$miennictwa). Jest takze doswiadczalnie tatwiejsza do
okreslenia niz wiarygodne wartosci FC.

1 Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrolo-
gischen Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.

TABELA C.23.2:

ZAWARTOSC WILGOTNOSCI (g wody na 100 g suchej gleby)
ROZNYCH RODZAJOW GLEBY Z ROZNYCH KRAJOW

Zawarto$¢ wilgotnosci gleby w

Rodzaj gleby Kraj

WHC! pF =18 pF =2
Piaszczysta Niemcy 28,7 8,8 3
Ilasto-piaszczysta Niemcy 50,4 17,9 12
Ilasto-piaszczysta Szwajcaria 44,0 35,3 9
Pyt ilasty Szwajcaria 72,8 56,6 28
Gliniasto-ilasta Brazylia 69,7 38,4 27
Gliniasto-ilasta Japonia 74,4 57,8 31
Piaszczysto-ilasta Japonia 82,4 59,2 36
Pyt ilasty USA 47,2 33,2 18
Piaszczysto-ilasta USA 40,4 25,2 13

) Catkowita pojemno$¢ wodna.
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Schemat:
Rysunek C.23.1

Przyktad uktadu przeptywowego do badania przemian substancji chemicznych w glebie
(zobacz pozycje 1i 2 piSmiennictwa)

zawor iglicowy

butla przemywajgca gaz zawierajagca wode

ultra membrana (tylko w warunkach polowych), rozmiar oczka 0,2 pm

kolba metabolizmu gleby (zalewana woda tylko w warunkach beztlenowych | poletka ryzowego)
putapka z glikolem etylenowym dla lotnych zwigzkéw organicznych

putapka z kwasem siarkowym dla zasadowych zwigzkéw lotnych

7, 8: putapka z wodorotlenkiem sodu dla CO, & inne kwasowe lotne

9: pomiar przeptywu

powietrze lub —= B | Lﬁ.» —
N, 1 o9 T
! 3 ) ]

ogrwN 2

Rysunek C.23.2

Przyktad kolb biometrycznych do badania przemian substancji chemicznych w glebie
(zobacz pozycja 3 piSmiennictwal)

735 wapno do absorpcji CO,
welna szklana traktowana olejem lub
pianka poliuretanowa do absorpcji lot-
nych organicznych
59 EEEROE A gleba + badana substancja

1) Guth, J.A. (1980). The study of transformations. In Interactions between Herbicides and the Soil (R.J. Han-
ce, Ed.), Academic Press, 123—157.

2) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in Pestici-
de Biochemistry. D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds. J. Wiley & Sons. Vol 1, 85—114.

3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von
Diallat im Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141—146.
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Zatacznik nr 14

C.24. PRZEMIANY TLENOWE | BEZTLENOWE W OSADACH WODNYCH

1. METODA

Niniejsza metoda jest rownowazna metodzie opi-
sanej w Wytycznej OECD nr 308 (2002).

1.1. Wstep

Substancje chemiczne moga wnikaé do ptytkich
lub gtebokich wod powierzchniowych bezposrednio,
przez sptywy, kanalizacje, ze sciekami przemystowy-
mi, komunalnymi lub rolniczymi i opadami atmosfe-
rycznymi. Niniejsza metoda badawcza opisuje sposodb
oszacowania tlenowych i beztlenowych przemian
zwigzkow chemicznych w osadach wodnych. Metoda
ta opiera sie na istniejgcych Wytycznych (zobacz pozy-
cie 1, 2, 3, 4, 5 i 6 piSmiennictwa). Na Warsztatach
OECD dotyczacych wyboru gleb i osadow, ktére odby-
waty sie we Wioszech, Belgirate w 1995 r. (zobacz po-
zycja 7 pismiennictwa), uzgodniono liczbe i rodzaje
osadéw do stosowania w niniejszym badaniu.
Na Warsztatach podjeto takze zalecenia w zakresie po-
bierania, obrobki i przechowywania probek osadow
w oparciu o Wytyczne ISO (zobacz pozycja 8 piSmien-
nictwa). Takie badania s3 wymagane dla substancji,
ktére sg stosowane bezposrednio na wode lub naj-
prawdopodobniej dostang sie do srodowiska wodne-
go opisanymi powyzej szlakami.

Warunki panujgce w naturalnych systemach osa-
dow wodnych sg czesto tlenowe w gdrnej warstwie
wodnej. Gérna powtoka osadu moze by¢ zaréwno tle-
nowa, jak i beztlenowa, podczas gdy gtebsze warstwy
sg zazwyczaj beztlenowe. Dlatego w niniejszym bada-
niu ujeto metodyke zaréwno dla warunkdéw tlenowych,
jak i beztlenowych. Badanie w warunkach tlenowych
symuluje kolumne wodng nasycong tlenem nad tleno-
wa powtoka osadu z beztlenowym podtozem. Badanie
symuluje catkowicie beztlenowy uktad woda-osad. Je-
zeli okolicznosci wskazuja na koniecznos$é zmiany po-
wyzszych zalecen na przyktad przez zastosowanie nie-
naruszonych osadéw lub osadow, ktére byty narazone
na badang substancje, to dla takich celéw dostepne sa
inne metody (zobacz pozycja 9 piSmiennictwa).

1.2. Definicje

Nalezy stosowaé jednostki
Systemu (SI).

Miedzynarodowego

Badana substancja: kazda substancja, w tym zwiga-
zek wyjsciowy i odpowiednie produkty przemian.

Produkty przemian: wszystkie substancje pocho-
dzace z reakcji przemian biotycznych lub abiotycznych
badanej substancji, w tym CO, i zwigzane pozostato-
Sci.

Zwiazane pozostatosci: ,Zwigzane pozostatosci”
stanowig zwigzki w glebie, roslinie lub zwierzeciu, kto-
re trwajag w matrycy w postaci zwigzku wyjsciowego
lub jego metabolitow/produktéw przemian po ekstrak-

cji. Metoda ekstrakcji nie powinna znaczaco zmieniaé
samych zwigzkéw lub struktury matrycy. Sposéb wia-
zania moze byé czeSciowo wyjasniony przez zmiange
sposobu ekstrakcji z matrycy lub wyspecjalizowane
techniki analityczne. W taki sposéb zidentyfikowano
na przyktad wigzania kowalencyjno-jonowe i sorpcyj-
ne, a takze ,putapki”. Ogodlnie tworzenie zwigzanych
pozostatosci redukuje znaczaco biodostepnosé i bio-
przystepnos$é (zobacz pozycja 10 piSmiennictwa) [zmo-
dyfikowane wedtug IUPAC 1984 (zobacz pozycja 11 pi-
$miennictwa)l.

Przemiany tlenowe: (utleniajgce) reakcje zacho-
dzace w obecnosci tlenu czasteczkowego (zobacz po-
zycja 12 piSmiennictwa).

Przemiany beztlenowe: (redukujace) reakcje za-
chodzace pod nieobecnos$é tlenu czasteczkowego (zo-
bacz pozycja 12 pi$miennictwa).

Wody naturalne: wody powierzchniowe pocho-
dzace ze stawow, rzek, strumieni itp.

Osad: jest mieszaning mineralnych i organicznych
sktadnikéw chemicznych, przy czym te drugie sktadajg
sie ze zwigzkéw o wysokiej zawartosci wegla i azotu
i o wysokich masach czgsteczkowych. Tworzy sie w wo-
dach naturalnych i ma powierzchnie kontaktowa z woda.

Mineralizacja: jest petnym rozktadem zwigzku or-
ganicznego do CO, i H,0 w warunkach tlenowych
oraz CH,, CO, i H,0 w warunkach beztlenowych.
W kontekscie niniejszej metody, gdy stosuje sie zwig-
zek znakowany, mineralizacja oznacza rozktad, pod-
czas ktérego znakowany atom wegla jest utleniany lub
redukowany ilosciowo z uwolnieniem odpowiedniej
ilosci 14CO, lub "4CH,.

Okres poétrozktadu: tys jest czasem potrzebnym
na 50 % przemian badanej substanc;ji, jezeli przemia-
ny mozna opisac¢ kinetyka pierwszego rzedu; nie zale-
zy od stezenia poczatkowego.

DT;, (Okres Zanikania 50): jest czasem, w ktorym
stezenie badanej substancji jest zredukowane o 50 %.

DT,; (Okres Zanikania 75): jest czasem, w ktorym
stezenie badanej substanc;ji jest zredukowane o0 75 %.

DT,, (Okres Zanikania 90): jest czasem, w ktorym
stezenie badanej substancji jest zredukowane 0 90 %.

1.3. Substancje kontrolne

Substancje kontrolne powinny by¢ stosowane ce-
lem charakteryzacji i/lub identyfikacji produktéw prze-
mian metodami spektroskopowymi lub chromatogra-
ficznymi.

1.4. Informacje o badanej substancji

Dla pomiaru stopnia przemian stosowa¢ mozna
substancje znakowane i nieznakowane, chociaz prefe-
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ruje sie materiat znakowany. Materiat znakowany jest
wymagany do badania szlakéw przemian i ustalania
bilansu masy. Zalecane jest znakowanie 4C, ale zasto-
sowanie innych izotopdéw, takich jak '3C, SN, 3H,
32p takze moze byé uzyteczne. Na tyle, na ile to mozli-
we, znacznik powinien byé umiejscowiony w najbar-
dziej stabilnej czesci czasteczki'8. Czysto$¢ badanej
substanc;ji i/lub czystos¢ radiochemiczna powinny wy-
nosi¢ przynajmniej 95 %.

Przed wykonaniem badania na temat badanej sub-
stancji dostepne powinny by¢ nastepujace informacije:

a) rozpuszczalnosé w wodzie (metoda A.6),

b) rozpuszczalno$é¢ w rozpuszczalnikach organicz-
nych,

c) preznosé par (metoda A.4) i stata Henry’ego,

d) wspdiczynnik podziatu n-oktanol/woda (meto-

da A.8),

e) wspotczynnik adsorpcji (Ky, K lub Kye) (meto-
da C.18),

f) hydroliza (metoda C.7.),

g) stata dysocjacji (pK,) [Wytyczna OECD nr 112], zo-
bacz pozycja 13 piSmiennictwa,

h) struktura chemiczna badanej substancji i umiej-
scowienie znacznika, jezeli byt stosowany.

Uwaga: nalezy podaé¢ temperature, w jakiej ozna-
czano powyzsze wartosci.

Inne uzyteczne informacje to dane o toksycznosci
badanej substancji dla mikroorganizméw glebowych,
dane na temat biodegradacji i dane o przemianach tle-
nowych i beztlenowych w glebie.

Dostepne powinny byé metody analityczne (w tym
metody ekstrakcji i oczyszczania) dla ilosciowego
oznaczania i identyfikacji badanej substanciji i jej pro-
duktéw przemian.

1.5. Zasada metody badawczej

Metoda tutaj opisana opiera sie na tlenowym
i beztlenowym systemie osadu wodnego (zobacz Wy-
tyczne do beztlenowych i tlenowych uktadéw badaw-
czych), ktéry pozwala na:

(i) pomiar stopnia przemian badanej substancji
w uktadzie woda-osad,

(ii) pomiar stopnia przemian badanej substancji
w osadzie,

8 Na przykfad, jezeli badana substancja zawiera jeden pier-
$cien, wymagane jest znakowanie w tym pierscieniu; je-
zeli badana substancja zawiera dwa lub wiecej pierscieni,
to konieczne moga okazaé sie dodatkowe badania celem
okreslenia losu kazdego znakowanego pierscienia, by
uzyskaé¢ odpowiednie informacje o tworzeniu produktow
przemian.

(iii) pomiar stopnia mineralizacji badanej substancji
i/lub jej produktéow przemian (gdy stosowana
jest substancja znakowana '4C),

(iv) identyfikacje i ilosciowe oznaczenie produktéw

przemian w fazie wodnej i osadzie wraz z bilan-

sem wagowym (gdy stosowana jest znakowana
badana substancja),

pomiar rozproszenia badanej substancji i jej pro-
duktéw przemian pomiedzy dwie fazy podczas
okresu inkubacji w ciemnosci (na przyktad w ce-
lu unikniecia zakwitu glondw) w statej tempera-
turze. Wartosci okresu potrozpadu DTg, DT,
i DTg, sa wyznaczane, gdy pozwalaja na to dane,
ale nie powinny by¢ ekstrapolowane zbyt daleko
poza czas trwania badania (zobacz pkt 1.2).

<

Wymagane sa przynajmniej dwa osady i zwigzane
z nimi fazy wodne zaréwno do badan tlenowych, jak
i beztlenowych (zobacz pozycja 7 pi$miennictwa). Jed-
nak moga zaistnie¢ przypadki, w ktérych trzeba bedzie
zastosowac wiecej niz dwa osady wodne, na przyktad
dla substancji obecnych w $rodowiskach stonowod-
nych i/lub wodach stodkich.

1.6. Zastosowanie badania

Metode mozna stosowaé ogolnie dla substancji
chemicznych (znakowanych lub nie), dla ktérych do-
stepna jest metoda analityczna o odpowiedniej do-
ktadnosci i czutosci. Badanie stosuje sie dla zwigzkow
o niewielkiej lotnosci, nielotnych, rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych w wodzie. Badania nie nalezy
wykonywa¢ dla substancji o wysokiej lotnosci z wody
(np. fumiganty, rozpuszczalniki organiczne), ktérych
nie mozna utrzymaé w wodzie i/lub osadzie w warun-
kach doswiadczalnych badania.

Dotychczas metode stosowano do badania prze-
mian substancji chemicznych w wodach stodkich
i osadach, ale ogdlnie mozna ja takze stosowaé
w uktadach morskich i stref przejsciowych. Metoda
nie jest odpowiednia do badan w warunkach symula-
cji wod ptynacych (np. rzeki) lub morza.

1.7. Kryteria jakosci

1.7.1. Odzysk

Ekstrakcja i analiza przynajmniej podwodjnych proé-
bek wody i osadu tuz po dodaniu badanej substancji
daje pierwsze wskazéwki co do powtarzalnosci meto-
dy analitycznej i jednorodnosci zaaplikowania badanej
substancji. Odzyski dla dalszych faz badania mozna
ustali¢ przez odpowiednie bilansy wagowe. Odzysk
powinien miesci¢ sie w granicach 90 % do 110 % dla
substancji znakowanych (zobacz pozycja 6 piSmiennic-
twa) i 70 % do 110 % dla substancji nieznakowanych.

1.7.2. Powtarzalno$é i czuto$é metody analitycznej

Powtarzalno$é metody analitycznej (z wytacze-
niem wydajnosci poczatkowej ekstrakcji) w iloscio-
wym oznaczaniu substancji i produktéw przemian
mozna sprawdzi¢ przez podwdjng analize tego same-
go ekstraktu wody lub osadu inkubowanego na tyle
dtugo, by powstaty produkty przemiany.
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Granica wykrywalnosci (LOD) metody analitycznej
badanej substancji i produktéw przemiany powinna
wynosié przynajmniej 0,01 mg/kg wody lub osadu (ja-
ko badana substancja) lub 1 % zastosowanej dawki,
w zaleznosci ktéra z wartosci jest nizsza. Granica ozna-
czalnosci (LOQ) powinna by¢ takze okreslona.

1.7.3. Doktadnos$é danych przemian

Analiza regresji stezen badanej substancji jako
funkcji czasu daje wtasciwag informacje o wiarygodno-
sci krzywej przemian i pozwala na obliczenie przedzia-
téow ufnosci dla okreséw potrozpadu (w przypadku ki-
netyki pseudopierwszego rzedu) lub wartosci DTy,
i, jezeli to wtasciwe, takze wartosci DT, i DTg,.

1.8. Opis metody badawczej

1.8.1. System badawczy i sprzet

Badanie powinno byé wykonane w naczyniach
szklanych (np. butlach, probéwkach wiréwkowych),
chyba ze wczes$niej uzyskane informacje (takie jak
wspoiczynnik podziatu oktanol-woda, dane sorpcyjne
itp.) wskazujg, ze badana substancja moze adsorbo-
waé sie na szkle. W takim przypadku stosowaé nalezy
naczynia z innego materiatu (np. z teflonu). Gdy wiado-
mo, ze badana substancja przywiera do szkta, problem
ten mozna rozwigzaé wedtug nastepujacych metod:

— okresli¢ mase badanej substancji i produktow
przemian sorbowanych na szkle,

— na koniec badania obmy¢ szkto rozpuszczalni-
kiem,

— stosowaé produkty w postaci formulacji (zobacz
pkt 1.9.2),

— zastosowacé zwiekszong ilos¢ wspotrozpuszczalni-
ka przy dodaniu badanej substancji do uktadu; je-
zeli taki rozpuszczalnik jest stosowany, to nie po-
winien on doprowadzaé do rozpadu badanej sub-
stancji.

Przyktady typowych systeméw badawczych, tj.
przeptywowych i biometrycznych, przedstawiono od-
powiednio na rysunkach C.24.1 i C.24.2 (zobacz pozy-
cja 14 pismiennictwa). Inne systemy inkubacyjne opi-
sano w pozycji 15 pi$miennictwa. System badawczy
powinien umozliwiaé wymiane powietrza lub azotu
oraz wytapywanie produktéw lotnych. Wymiary ukta-
du powinny by¢ takie, by spetnione byty wszystkie
wymagania badania (zobacz pkt 1.9.1). Wentylacja
moze nastepowacé albo przez tagodne bgbelkowanie
lub przepuszczanie powietrza lub azotu nad po-
wierzchnig wody. W tym drugim przypadku tagodne
mieszanie wody od gory jest doradzane dla lepszego
rozprowadzenia tlenu lub azotu w wodzie. Powietrze
wolne od CO, nie powinno by¢ stosowane, poniewaz
powoduje to wzrost wartosci pH wody. W kazdym
z tych przypadkoéw wzburzanie osadu jest niepozada-
ne i nalezy tego unikaé na tyle, na ile to tylko mozliwe.
Substancje w niewielkim stopniu lotne nalezy bada¢
w systemie kolb biometrycznych, tagodnie mieszajac
powierzchnie wody. Stosowane moga by¢ takze na-
czynia zamkniete z przestrzeniag wypetniong powie-
trzem lub azotem z probéwkami w srodku dla wytapy-

wania produktow lotnych (zobacz pozycja 16 piSmien-
nictwa). W badaniu w warunkach tlenowych wymaga-
na jest regularna wymiana powietrza celem kompen-
sacji zuzycia tlenu przez biomase.

Odpowiednie putapki do wytapywania produktéw
lotnych to miedzy innymi dla dwutlenku wegla'® to
1 mol/dm3 roztwory wodorotlenku potasu lub wodo-
rotlenku sodu i glikol etylenowy, etanoloamina lub
2 % parafina w ksylenie dla zwigzkéw organicznych.
Substancje lotne powstajgce w warunkach beztleno-
wych, takie jak metan, moga byé wychwytywane na
przyktad na sitach molekularnych. Takie substancje
mogg by¢ na przyktad spalane do CO, przez przepusz-
czanie gazu przez szklang rurke z CuO w temperaturze
900 °C i wytapywanie CO, tworzonego w absorberze
z zasadami (zobacz pozycja 17 piSmiennictwa).

Do analizy chemicznej badanej substancji i pro-
duktéw przemian wymagany jest odpowiedni sprzet
laboratoryjny (np. sprzet do: chromatografii gazowej
(GLC), chromatografii cieczowej (HPLC), chromatogra-
fii cienkowarstwowej (TLC), spektroskopii masowej
(MS), chromatografii gazowej sprzezonej ze spektro-
skopia masowa (GC-MS), chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektroskopia masowg (LC-MS), jadro-
wego rezonansu magnetycznego (NMR) itp.) wraz
z systemami detekcji substancji znakowanych i nie-
znakowanych. Gdy stosowany jest materiat znakowa-
ny radioaktywnie, wymagany bedzie takze licznik
scyntylacyjny i utleniacz (dla spalania prébek osadu
przed analiza radioaktywnosci).

Inny standardowy sprzet laboratoryjny, szkto, od-
czynniki i substancje chemiczne wymagane sg wedtug
potrzeb do oznaczen fizykochemicznych i biologicz-
nych (zobacz pkt 1.8.2.2, tabela C.24.1).

1.8.2. Wybor i liczba osadéw wodnych

Miejsca pobierania powinny by¢ wybrane pod ka-
tem celu badania. Przy wyborze miejsca pobierania
pod uwage nalezy braé mozliwe zanieczyszczenia rol-
nicze, przemystowe lub komunalne wnikajgce do waod.
Osady nie powinny byé stosowane, jezeli byty zanie-
czyszczone badang substancjg lub jej strukturalnymi
analogami w ciggu ostatnich czterech lat.

1.8.2.1. Wybdr osadu

W badaniach tlenowych stosuje sie dwa rodzaje
osadu (zobacz pozycja 7 piSmiennictwa). Powinny sie
one rozni¢ pod wzgledem zawartosci wegla organicz-
nego i sktadu. Jeden z osadéw powinien charaktery-
zowacé sie wysokag zawartoscia wegla organicznego
(2,56—7,5 %) i drobnoziarnistg strukturg, natomiast
drugi powinien charakteryzowac sie niskg zawartoscia
wegla organicznego (0,5—2,5 %) i strukturg grubo-
ziarnistg. Roznica w zawartosci wegla organicznego
powinna wynosi¢ przynajmniej 2 %. Struktura ,drob-

19 Ze wzgledu na to, ze te zasadowe roztwory sorpcyjne
wigzg takze dwutlenek wegla z powietrza przechodzace-
go przez uktad i ten wytworzony w wyniku respiracji
w doswiadczeniach tlenowych, to muszg one byé wymie-
niane w regularnych odstepach, by unikng¢ ich nasyce-
nia i straty ich zdolnosci absorpcyjnych.
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noziarnista” jest zdefiniowana jako zawartosé¢ [glina +
it]20 >50 %, a struktura ,gruboziarnista” jako zawar-
tosé [glina + it] <560 %. Réznica w zawartosci [glina +
it] powinna wynosi¢ przynajmniej 20 %. W przypadku
gdy substancja chemiczna moze takze dostaé¢ sie do
srodowiska morskiego, przynajmniej jeden z bada-
nych osadéw powinien byé pochodzenia morskiego.

W przypadku badan scisle beztlenowych dwa osa-
dy (wraz z towarzyszacymi im wodami) nalezy pobrac¢
ze strefy beztlenowej woéd powierzchniowych (zobacz
pozycja 7 pi$miennictwa). Zaréwno osad, jak i faza
wodna powinny by¢ transportowane bez dostepu tle-
nu.

Przy wyborze osadu wazne moga by¢ takze inne
parametry i powinny by¢ one brane pod uwage indy-
widualnie dla kazdego przypadku. Na przyktad zakres
wartosci pH osadu powinien byé wazny w badaniu
substancji, ktérych przemiany i/lub sorpcja moga by¢é
zalezne od wartosci pH. Zaleznos$¢ sorpcji od wartosci
pH moze odzwierciedlac si¢ w wartosci pK, badane;j
substancji.

1.8.2.2. Opis probek osad-woda

Kluczowe parametry, ktére muszg byé oznaczane
i przedstawiane w sprawozdaniu (z podaniem stoso-
wanej metody) zaréwno dla osadu, jak i wody, oraz fa-
za badania, w ktorej te parametry maja by¢ oznaczane,
przedstawiono w tabeli C.24.1. Metody oznaczania
tych parametrow podano w pozycjach 18, 19, 20 i 21
pismiennictwa.

Ponadto inne parametry moga by¢ konieczne do
oznaczania w konkretnych przypadkach (np. dla wéd
stodkich: zawiesina, zasadowos¢, twardosé, przewod-
nictwo, NO4/PO, (stosunek i wartosci indywidualne);
dla osaddow: zdolno$é wymiany jonow, catkowita po-
jemnos¢ wodna, weglany, fosfor i azot catkowity; dla
systeméw morskich: zasolenie). Analiza osadéw i wo-
dy pod wzgledem zawartosci azotandw, siarczanéw
biodostepnego zelaza i innych biorcow elektronow
moze byé takze uzyteczna w szacowaniu warunkow
red-oks szczegdlnie w odniesieniu do przemian beztle-
nowych.

TABELA C.24.1:

Pomiar parametréw charakteryzujacych probki woda-osad (zobacz pozycje 7, 22 i 23 piSmiennictwa)

Parametr Faza badania
pobieranie obrébka poczatek poczatek | badanie koniec
proby aklimaty- badania badania
zacji

Woda

Pochodzenie/zrédto X

Temperatura X

Wartos¢ pH X X X X X

TOC X X X

Stezenie* O, X X X X X
X X X X

Potencjat

red-oks*

Osad

Pochodzenie/zrédto X

Glebokos¢ powtoki X

Warto$¢ pH X X X X X

Rozktad rozmiaréw X

czastek

TOC X X X X

Biomasa mikroor- X X X

ganizmow**

Potencjat red-oks * Obserwacja X X X X

(kolor/zapach)

* Wyniki najnowszych badan wykazaty, ze pomiary stezenia tlenu w wodzie i potencjatu red-oks nie maja wartosci mecha-
nicznej ani przewidujacej, jezeli rozpatrywany jest wzrost i rozwéj populacji mikroorganizméw w wodach powierzchnio-
wych (zobacz pozycje 24 i 25 piSmiennictwa). Lepszymi narzedziami do interpretacji i oszacowania szlakow i stopnia
przemian tlenowych jest oznaczenie biologicznego zapotrzebowania na tlen (BZT w miejscu pobierania, na poczatku i na
koncu badania) i stezen mikro/makro-elementéow Ca, Mg i Mn (na poczatku i na koncu badania) w wodzie oraz catkowi-
tego N i catkowitego P w osadzie (w miejscu pobierania i na kofcu badania).

*%

Metoda stopnia oddychania mikroorganizméw (zobacz pozycja 26 piSmiennictwa), metoda fumigacji (zobacz pozycja 27

pismiennictwa) lub ptytkowy pomiar ilosci (np. bakterie, grzyby i kolonie) dla badan tlenowych; stopien metanogenezy

dla badan beztlenowych.

20 [Glina + it] jest mineralng frakcjg osadu o rozmiarach czastek < 50 pm.
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1.8.3. Pobieranie, obrobka i przechowywanie
1.8.3.1. Pobieranie

Przy pobieraniu osadow kierowaé nalezy sie doku-
mentem przewodnim ISO na temat pobierania osa-
doéw dennych (zobacz pozycja 8 piSmiennictwa). Prob-
ki osadu nalezy pobieraé z catej warstwy 5 do 10 cm
wgtab osadu. Zwigzana woda powinna by¢ pobierana
z tego samego miejsca i w tym samym czasie co osad.
W przypadku badan beztlenowych osad i zwigzana
z nim woda powinny by¢ pobierane i transportowane
pod nieobecnosé tlenu (zobacz pozycja 28 piSmiennic-
twa (zobacz pkt 1.8.2.1). Niektére urzadzenia do pobie-
rania prob opisano w pozycji 8 i 23 piSmiennictwa).

1.8.3.2. Opracowanie

Osad jest oddzielany od wody przez filtracje,
a osad przesiewany na mokro przez sito o oczkach
2 mm jest odrzucany. Znane ilosci wody i osadu mie-
sza sie w pozadanym stosunku (zobacz pkt 1.9.1)
w kolbach inkubacyjnych i przygotowuje do okresu
aklimatyzacji (zobacz pkt 1.8.4). W przypadku badan
beztlenowych wszystkie czynnosci nalezy wykonaé
bez dostepu do tlenu (zobacz pozycje 29, 30, 31, 32i 33
pismiennictwa).

1.8.3.3. Przechowywanie

Zaleca sie stosowanie $wiezo pobranych osadoéw,
ale jezeli przechowywanie jest konieczne, to osad i wo-
da powinny by¢ przesiane, jak opisano powyzej, i prze-
chowywane zalane wodga (warstwa wody 6—10 cm)
w ciemnosci w 4+2 °C21 przez maksimum 4 tygodnie
(zobacz pozycje 7, 8 i 23 piSmiennictwa). Prébki, ktére
beda stosowane w badaniach tlenowych, nalezy prze-
chowywaé przy swobodnym dostepie powietrza (np.
otwarte pojemniki), podczas gdy probki przeznaczone
do badan beztlenowych bez dostepu tlenu. Podczas
transportu i przechowywania nie powinno dojsé do
zamarzania osadu i wody oraz wysuszania osadu.

1.8.4. Przygotowanie probek osadu/wody do badania

Przed dodaniem badanej substancji powinien
mie¢ miejsce okres aklimatyzacji, podczas ktérego
kazda probka wody/osadu jest umieszczana w naczy-
niu inkubacyjnym stosowanym podzniej w badaniu,
a aklimatyzacja powinna byé przeprowadzana w ta-
kich samych warunkach jak inkubacja w badaniu (zo-
bacz pkt 1.9.1). Okres aklimatyzacji jest czasem po-
trzebnym do osiggnigcia stabilnosci uktadu, co od-
zwierciedla sie w wartosci pH, stezeniu tlenu w wodzie
i potencjale red-oks w wodzie i osadzie oraz makro-
skopowym rozdzieleniu faz. Okres aklimatyzacji powi-
nien trwa¢ pomiedzy jednym a dwoma tygodniami,
a nie powinien przekraczaé czterech tygodni. Nalezy
przedstawié wyniki pomiarow i oznaczen dokonanych
podczas tego okresu.

21 Najnowsze badania wykazaty, ze przechowywanie
w 4 °C moze doprowadzi¢ do spadku zawartosci wegla
organicznego w osadzie i przez to byé moze do spadku
aktywnosci mikroorganizmow 34).

1.9. Wykonanie badania
1.9.1. Warunki badania

Badanie nalezy wykonaé¢ w urzadzeniu inkubacyj-
nym (zobacz pkt 1.8.1) ze stosunkiem objeto$ciowym
woda-osad pomiedzy 3:1 a 4:1 oraz powtoka osadu
2,5+0,5 cm'. Jako minimalng ilo$¢ osadu zaleca sie
50 g (w przeliczeniu na suchg mase) w kazdym naczy-
niu.

Badanie nalezy wykonaé w ciemnosci w statej
temperaturze w zakresie 10 do 30 °C. Temperatura
20+2 °C jest wtasciwa. Jezeli to konieczne, to dla kaz-
dego indywidualnego przypadku mozna rozpatrywac
badanie w nizszej temperaturze (np. 10 °C) w zalezno-
$ci od tego, jaki jest cel badania. Temperatura inkuba-
cji powinna byé monitorowana i przedstawiona
w sprawozdaniu.

1.9.2. Podawanie badanej substancji

Stosuje sie jedno stezenie badanej substancji2.
W przypadku srodkdéw ochrony roslin stosowanych
bezposrednio na powierzchnie wody maksymalna za-
lecana dawka powinna by¢ zastosowana jako dawka
w badaniu obliczona w oparciu o powierzchnie wody
w naczyniu doswiadczalnym. W innych przypadkach
stezenie, ktére ma byé badane, powinno opieraé sie
na przewidywanych emisjach srodowiskowych. Nale-
zy podjaé wszelkie starania, aby wtasciwie wyznaczy¢
badane stezenie oraz aby opisaé szlak przemian i two-
rzenie i rozpad produktéw przemian. Konieczne moze
byé stosowanie wyzszych dawek (np. 10 razy) w sytu-
acjach, gdzie stezenia badanej substancji sg bliskie ich
granicom oznaczalnosci na poczatku badania i/lub gdy
gtéwne produkty przemian nie moga by¢ tatwo wykry-
te, jezeli sg obecne w 10 % stosowanej dawki badanej
substancji. Jezeli stosowane sa jednak stezenia wyz-
sze, to nie powinny one mie¢ szkodliwych wptywoéw
na aktywnos$é mikroorganizméw uktadu woda-osad.
W celu osiggniecia statego stezenia badanej substan-
c¢ji w naczyniach o réznych wymiarach, konieczne mo-
ze by¢ wziecie pod uwage dostosowania ilosci stoso-
wanego materiatu w oparciu o gtgbokosé kolumny
wody w naczyniu w odniesieniu do gtebokosci wody
w warunkach polowych (ktdra, zaktada sig, ze wynosi
100 cm, ale inne gtebokosci moga byé stosowane).
Zobacz Przyktad obliczen dawki do naczyn doswiad-
czalnych zawierajacy przyktadowe przeliczenia.

Najlepiej badang substancje stosowaé jako roz-
twér wodny do fazy wodnej uktadu badawczego. Je-
zeli nie da sie tego unikngé, mozna stosowac¢ mate ilo-
$ci rozpuszczalnikdw mieszajgcych sie z woda (takie
jak aceton, etanol) celem wprowadzenia i rozprosze-
nia badanej substancji, ale nie powinny one przekra-
cza¢ 1 % v/v i nie powinny mie¢ szkodliwego wptywu

22 Badanie z drugim stezeniem moze byé uzyteczne dla sub-
stancji, ktére wnikajg do wod powierzchniowych réznymi
szlakami, wptywajgc na tworzenie sie réoznych stezen tak
dtugo, jak nizsze stezenie moze by¢ oznaczone analitycz-
nie z odpowiednig doktadnoscia.
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na aktywnos$é¢ mikroorganizmow uktadu badawczego.
Nalezy podjaé wszelkie starania, aby wtasciwie przy-
gotowaé roztwory wodne badanej substancji — wta-
$ciwe moze byé stosowanie wczesniejszego miesza-
nia i kolumn nasycajgcych dla zapewnienia odpowied-
niej jednorodnosci. Po dodaniu roztworu wodnego do
uktadu badawczego zalecane jest tagodne mieszanie
fazy wodnej, wzburzajgc osad jak najmniej to mozli-
we.

Stosowanie gotowych formulacji nie jest zalecane
do rutynowych badan, poniewaz sktadniki formulacji
moga wptywaé na rozmieszczenie badanej substancji
i/lub produktéw przemian pomiedzy fazg wodnga i osa-
dem. Jednak w przypadku substancji stabo rozpusz-
czalnych w wodzie zastosowanie gotowej formulacji
moze byé wtasciwa alternatywa.

Liczba naczyn inkubacyjnych zalezy od tego, ile ra-
zy pobiera sie préobki (zobacz pkt 1.9.3). Na doswiad-
czenie powinna sktadaé¢ sie wystarczajaca liczba na-
czyn, tak aby w kazdym czasie poboru préobek mozna
byto poswieci¢ dwa naczynia. Jednostki kontrolne
kazdego uktadu osadu wodnego nie powinny by¢ na-
razane na badang substancje. Jednostki kontrolne
moga by¢ wykorzystywane do okreslania biomasy mi-
kroorganizmoéw osadu oraz catkowitego wegla orga-
nicznego wody i osadu na zakonczenie badania. Dwie
jednostki kontrolne (tj. jedna jednostka kontrolna
z kazdego osadu wodnego) moga by¢ stosowane do
monitorowania wymaganych parametrow w osadzie
i wodzie podczas okresu aklimatyzacji (zobacz Tabela
w pkt 1.8.2.2). Nalezy dotaczyé dwie dodatkowe jed-
nostki kontrolne, gdy badana substancja jest podawa-
na za pomocg rozpuszczalnika celem oznaczenia szko-
dliwych wptywoéw na aktywnos$é¢ mikroorganizmoéw
w uktadzie badawczym.

1.9.3. Czas trwania badania i pobieranie prébek

Czas trwania badania nie powinien przekraczaé
100 dni (zobacz pozycja 6 piSmiennictwa), a badanie
powinno byé kontynuowane az do ustalenia szlaku
rozpadu i rozmieszczenia w osadzie/wodzie lub gdy
90 % badanej substancji zanikto przez przemiany i/lub
ulotnienie. Préby nalezy pobieraé przynajmniej szesé
razy (w tym czas zerowy) z opcjonalnym badaniem
wstepnym (zobacz pkt 1.9.4) stosowanym do ustalenia
odpowiedniego rezimu pobierania préb i czasu trwa-
nia badania, chyba ze istniejg wystarczajgce dane na
temat badanej substancji z badah wczes$niejszych.
W przypadku hydrofobowych substancji konieczne
moga byé dodatkowe pobierania préb, aby okresli¢
ich rozmieszczenie pomiedzy osadem i fazg wodna.

W odpowiednim czasie do analizy pobierane s3a
cate naczynia inkubacyjne (w powtdérzeniu). Osad
i woda sg analizowane oddzielnie23. Woda powinna
by¢ zebrana ostroznie tak, by nie wzburzy¢ osadu. Eks-
trakcja i charakteryzacja badanej substancji i produk-

23 W przypadkach gdzie moze tatwo nastgpié gwattowna
reoksydacja beztlenowych produktéw przemian, warunki
beztlenowe nalezy utrzymaé podczas pobierania préb
i analizy.

tow przemian powinny byé wykonywane wedtug wta-
sciwych procedur analitycznych. Nalezy podja¢ wszel-
kie starania, by usungé materiat, ktéry mogt adsorbo-
wacé sie na naczyniu inkubacyjnym lub tagczgcym prze-
wodzie do wytapywania substancji lotnych.

1.9.4. Opcjonalne badanie wstepne

Jezeli czasu trwania badania i rezimu pobierania
prob nie mozna ustali¢ na podstawie innych badan
badanej substancji, to wtasciwe moze by¢ wykonanie
badania wstepnego, ktére powinno byé wykonane
w takich samych warunkach badania, jak podczas ba-
dania scistego. Warunki doswiadczenia i wyniki bada-
nia wstepnego, jezeli byto wykonane, powinny byé
krotko przedstawione w sprawozdaniu.

1.9.5. Pomiary i analiza

Nalezy okresli¢ i podaé¢ w sprawozdaniu stezenie
badanej substancji (jako stezenie i procent stosowanej
dawki) i produktéw przemian w kazdym okresie pobie-
rania prob. Na ogoét zidentyfikowaé nalezy produkty
przemian wykrywane w =10 % zastosowanej radioak-
tywnosci w catym uktadzie woda-osad, w kazdym cza-
sie poboru, chyba ze istnieje uzasadnienie, by poste-
powaé inaczej. Produkty przemian, ktdrych stezenia
wzrastajg przez caty czas badania, takze powinny byé
brane pod uwage przy identyfikacji, nawet jezeli ich
stezenia nie przekraczajg granic podanych powyzej,
poniewaz moze to wskazywacé na ich trwatos¢. Takie
przypadki nalezy rozpatrywacé¢ indywidualnie, a uza-
sadnienia przedstawi¢ w sprawozdaniu.

Dla kazdego czasu pobierania prob przedstawié
nalezy wyniki oznaczen z uktadéw wytapujacych ga-
zy/substancje lotne (CO, i inne tj. lotne zwigzki orga-
niczne). Nalezy przedstawi¢ stopieh mineralizacji. Dla
kazdego czasu pobierania préb przedstawié¢ nalezy
nieekstrahowalne (zwigzane) pozostatosci w osadzie.

2. WYNIKI
2.1. Opracowanie wynikéw

Catkowity bilans wagowy lub odzysk (zobacz
pkt 1.7.1) dodanej radioaktywnosci powinien byé obli-
czony w kazdym czasie pobierania prébek. Wyniki na-
lezy podaé jako procent dodanej radioaktywnosci.
Rozmieszczenie radioaktywnosci pomiedzy fazg wod-
ng i osadem powinno by¢ przedstawione jako stezenia
i procenty w kazdym czasie pobrania prob.

Okres potrozpadu, wartosc DT, i, jezeli to wtasciwe,
wartosci DT, i DTy, badanej substancji powinny byc¢ ob-
liczone wraz z odpowiednimi przedziatami ufnosci (zo-
bacz pkt 1.7.3). Informacje o rozproszeniu badanej sub-
stancji w wodzie i osadzie mozna otrzymaé poprzez za-
stosowanie odpowiednich narzedzi szacowania. Do tych
zalicza sie kinetyke pseudopierwszego rzedu, techniki
empirycznego dopasowania krzywej, stosujac rozwigza-
nia graficzne lub liczbowe i bardziej ztozone, jak na przy-
ktad pojedynczo- lub wieloprzedziatowe modele. Dalsze
szczegoty mozna znalezé w odpowiednim pismiennic-
twie (zobacz pozycje 35, 36 i 37 piSmiennictwa).
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Wszystkie sposoby obliczen majg swoje stabe i sil-
ne strony i réznig sie swojg ztozonoscia. Zatozenie ki-
netyki pierwszego rzedu moze by¢ zbytnim uproszcze-
niem procesdw rozktadu i rozmieszczenia, ale jezeli
jest to mozliwe, to dostarcza wartos$é (statg lub wartosé
potrozktadu), ktéra jest tatwa w zrozumieniu i ma za-
stosowanie w modelowaniu symulacyjnym i oblicze-
niach przewidywanych stezen srodowiskowych. Spo-
soby empiryczne lub transformacje liniowe moga da-
wac lepsze dopasowanie krzywych do danych i przez
to pozwalaé na lepsze oszacowanie okreséw potrozpa-
du, wartosci DTy, i, jezeli to wtasciwe, wartosci DT,
i DTg,. Zastosowanie wyprowadzonych statych jest
jednak ograniczone. Modele przedziatowe moga wy-
generowac¢ wiele pozytecznych statych o wartosci
w oszacowaniu ryzyka, ktére opisujg stopien rozktadu
w roznych przedziatach i rozproszenie substancji. Po-
winny by¢ one takze stosowane do szacowania statych
stopnia tworzenia i rozpadu gtéwnych produktow
przemian. We wszystkich przypadkach zastosowana
metoda musi mie¢ swoje uzasadnienie, a osoba wyko-
nujgca doswiadczenie powinna wykaza¢ graficznie
i/lub statystycznie dobroé dopasowania.

3. SPRAWOZDANIE

3.1. Sprawozdanie koncowe

Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ naste-
pujace informacije:

Badana substancja:

— nazwa zwyczajowa, nazwa chemiczna, numer
CAS, wzor strukturalny (wskazujgc pozycje znacz-
nikéw, gdy stosowano materiat znakowany radio-
aktywnie) i wazne wtasnosci fizykochemiczne,

— czystos¢ (zanieczyszczenia) badanej substancji,

— czystos$¢ radiochemiczna znakowanego zwigzku
i specyficzna aktywnos$é (gdy to wtasciwe).

Substancja kontrolna:

— nazwa chemiczna i struktura substancji kontrolnej
stosowanej do opisu i/lub identyfikacji produktu
przemiany.

Badane osady i wody:

— szczego6ty dotyczace miejsca pobrania, dodajac,
jezeli to mozliwe, dane archiwalne dotyczace za-
nieczyszczen,

— wszystkie informacje dotyczace pobierania, okre-
su przechowywania (jezeli byta przechowywana)
i aklimatyzacji uktadéw woda-osad,

— wtasnosci prob woda-osad jak przedstawiono
w tabeli C.24.1, w pkt 1.8.2.2.

Warunki badania:

— stosowany uktad badawczy (np.: przeptywowy,
biometryczny, sposdb wentylacji, metoda miesza-
nia, objetosé wody, masa osadu, grubos$é¢ pokry-

wy wodnej i osadu, rozmiary naczynia doswiad-
czalnego),

— podawanie badanej substancji do uktadu badaw-
czego: stosowane stezenie, liczba powtdrzen
i kontroli, sposéb podania badanej substancji (np.
zastosowanie rozpuszczalnika) itp.,

— temperatura inkubacji,
— czasy pobierania prob,

— metody ekstrakcji i ich wydajnosci, a takze meto-
dy analityczne i granice oznaczalnosci,

— metody charakteryzacji/identyfikacji
przemian,

produktow

— odchylenia od sposobu postepowania lub warun-
ki podczas doswiadczenia.

Wyniki:

— dane pierwotne reprezentatywnych analiz
(wszystkie dane pierwotne nalezy przechowywaé
w archiwum zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej),

— powtarzalnos$é i czutos$é stosowanych metod ana-
litycznych,

— stopien odzysku (wartosci % dla zwalidowanego
badania podano w pkt 1.7.1),

— przedstawione w postaci tabel wyniki wyrazone
jako % stosowanej poczatkowej dawki i jako
mg/kg w wodzie, osadzie i catym systemie (tyl-
ko %) dla badanej substancji i, gdy to wtasciwe,
dla produktéw przemian i nieekstrahowalnej ra-
dioaktywnosci,

— bilans masy podczas i na koniec badania,

— graficzne przedstawienie przemian w wodzie
i osadzie oraz w catym systemie (w tym minerali-
zacja),

— stopnie mineralizacji,

— okres potrozpadu i warto$¢ DT, oraz, gdy to wta-
$ciwe, wartosci DT i DT, dla badanej substancji
i, gdy to wtasciwe, dla gtownych produktéw prze-
mian wraz z przedziatami ufnosci w wodzie, osa-
dzie i catym uktadzie,

— oszacowanie kinetyki przemian dla badanej sub-
stancji i, gdy to wtasciwe, dla gtéwnych produk-
tow przemian,

— proponowane szlaki przemian, gdy to wtasciwe,
— dyskusja wynikéw.
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WYTYCZNE DO BEZTLENOWYCH | TLENOWYCH UKLADOW BADAWCZYCH

Tlenowy uktad badawczy

Tlenowy uktad badawczy opisany w niniejszej me-
todzie badawczej sktada sie z tlenowej warstwy wod-
nej (typowe stezenia tlenu w zakresie od 7 do 10 mg/l)
i warstwy osadu, tlenowej na powierzchni i beztleno-
wej ponizej powierzchni (typowy zakres potencjatfu
red-oks (E,) w strefie beztlenowej osadu w zakresie
od -80 do -190 mV). Nawilgocone powietrze jest
przepuszczane nad powierzchnig wody w kazdej jed-
nostce inkubacyjnej, aby utrzymaé wystarczajgca
ilos¢ tlenu.

Beztlenowy uktad badawczy

W przypadku beztlenowego uktadu badawczego
sposoOb postepowania jest taki sam, jak opisany dla
uktadu tlenowego, z wyjatkiem tego, ze nad po-
wierzchnig wody w kazdej jednostce inkubacyjnej
przepuszczany jest azot, by utrzymac jego wystarcza-
jaca ilosé. Osad i wode uwaza sie za beztlenowe, gdy
potencjat red-oks (E,) jest nizszy niz =100 mV.

W badaniu beztlenowym do oszacowania minera-
lizacji zalicza sie pomiar powstatego dwutlenku wegla
i metanu.
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RYSUNEK C.24.1
PRZYKEAD GAZOWEGO URZADZENIA PRZEPLYWOWEGO
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RYSUNEK C.24.2
PRZYKtEAD URZADZENIA BIOMETRYCZNEGO

Uktad absorpcji CO; i adsorpcji
lotnych zwiazkéw  organicz-
nych (przepuszczalny dla O,)

Urzadzenie do ekstrakcji
CO,

Otwoér do pomiaru zawarto-
Sci Oz w H:O

Otwor do pomiaru zawar-
tosci gazu (z zamknigta
przegroda)

Mieszadto

Woda

Osad

Mieszadto magnetyczne

PRZYKLAD OBLICZEN DAWKI DO NACZYN DOSWIADCZALNYCH

Wewnetrzna srednica cylindra: =8 cm
Gtebokosé kolumny wody, nie wliczajgc osadu: =12 cm
Pole powierzchni: 3,142 x 42 = 50,3 cm?

Dawka: 500 g badanej substancji’/ha odpowiada 5 pg/cm?
Catkowite pg: 5 x 50,3 251,5 ug

Dostosowac ilos¢ w odniesieniu do gtebokosci 100 cm: 30,18 ug
12 x 251,5+100

Objeto$¢ kolumny wody: 50,3 x 12 603 ml
Stezenie w wodzie: 30,18+603 0,050 pg/ml lub 50 pg/l
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Szanowni Panstwo

WYDZIAt. WYDAWNICTW | POLIGRAFII CENTRUM OBStUGI KANCELARII PREZESA RADY MINISTROW informuje,
ze stosownie do art. 26 ustawy z dnia 20 lipca 2000 r. o ogtaszaniu aktow normatywnych i niektorych innych aktéw prawnych
(tekst jednolity: Dz. U. z 2005 r. Nr 190, poz. 1606) urzedy terenowe organow administracji rzgdowej oraz organow samorzadu
terytorialnego zobowigzane sg do prowadzenia zbiorow Dziennika Ustaw, Monitora Polskiego oraz Monitora Polskiego B
i udostepniania nieodptatnie do powszechnego wgladu w miejscach do tego przeznaczonych w siedzibach i godzinach
pracy urzedow.

Prenumerate roczng oraz egzemplarze biezace i archiwalne mozna zamoéwié
listownie pod adresem: Centrum Obstugi Kancelarii Prezesa Rady Ministrow,
Wydziat Wydawnictw i Poligrafii, ul. Powsinska 69/71, 02-903 Warszawa

lub faksem pod numerem 0-22 694-62-06, 0-22 694-67-03.
Przy zakupie pojedynczych egzemplarzy prosimy o okreslenie formy ptatnosci: przelew lub za zaliczeniem pocztowym.
Ceny brutto prenumeraty” na 2006r. (w tym 7% VAT):
DZIENNIK USTAW RZECZYPOSPOLITEJ POLSKIEJ — 1525,00 zt
DZIENNIK URZEDOWY RZECZYPOSPOLITEJ POLSKIEJ ,,MONITOR POLSKI” — 313,00 zt

DZIENNIK URZEDOWY RZECZYPOSPOLITEJ POLSKIEJ ,,MONITOR POLSKI B” — 3340,00 zt
Ogtoszenia sprawozdan finansowych spétek akcyjnych i innych podmiotéw gospodarczych

DZIENNIK URZEDOWY MINISTRA ZDROWIA — 112,00 zt

DZIENNIK URZEDOWY MINISTRA FINANSOW — 97,00 zt

DZIENNIK URZEDOWY MINISTRA SPRAWIEDLIWOSCI — 39,00 zt

DZIENNIK URZEDOWY MINISTRA SRODOWISKA | GEOWNEGO INSPEKTORA OCHRONY SRODOWISKA — 65,00 zt
DZIENNIK URZEDOWY MINISTRA SKARBU PANSTWA — 13,00 zt

DZIENNIK URZEDOWY MINISTRA TRANSPORTU | BUDOWNICTWA — 458,00 zi

DZIENNIK URZEDOWY MINISTRA SPRAW WEWNETRZNYCH | ADMINISTRACJI — 97,00 zt

DZIENNIK URZEDOWY URZEDU REGULACJI TELEKOMUNIKACJI | POCZTY — 276,00 zi

PRZEGLAD LEGISLACYJNY — 420,00 zt
Dokumenty i informacje o dziatalnosci Rady Legislacyjnej przy Prezesie Rady Ministréw oraz artykuty i studia dotyczace
problemow legislacji, Zrodet prawa, procedur i technik legislacyjnych

BIULETYN ZAMOWIEN PUBLICZNYCH — 3983,00 zt
Ogtoszenia o przetargach i wynikach postepowan
Informujemy, ze nie przyjmujemy zaréwno rezygnacji z prenumeraty, jak i zmniejszenia ilosci prenumerowanych egzemplarzy.
Wyijatek stanowi likwidacja instytucji lub firmy oraz uzasadnione wydarzenie losowe 0s6b fizycznych.
*) Cena prenumeraty nie obejmuje zatgcznikéw.

Egzemplarze biezace oraz archiwalne mozna nabywac:
- w Wydziale Wydawnictw i Poligrafii Centrum Obstugi Kancelarii Prezesa Rady Ministrow, ul. Powsinska 69/71,
02-903 Warszawa, tel. 0-22 694-67-00, 0-22 694-60-96 — na podstawie nadestanego zamdwienia (wytacznie sprzedaz wysytkowa);
— w punktach sprzedazy Dziennika Ustaw i Monitora Polskiego w Warszawie (sprzedaz wytacznie za gotowke):
— ul. Powsinska 69/71, tel. 0-22 694-62-96
- al. Szucha 2/4, tel. 0-22 629-61-73 (od 2000 r.)

Reklamacje z powodu niedoreczenia poszczegélnych numeréw zgtasza¢ nalezy na pismie do Wydziatu Wydawnictw i Poligrafii
Centrum Obstugi Kancelarii Prezesa Rady Ministrow, ul. Powsinska 69/71, 02-903 Warszawa,
do 15 dni po otrzymaniu nastepnego kolejnego numeru

O wszelkich zmianach nazwy lub adresu prenumeratora prosimy niezwtocznie informowacé na pismie Wydziat Wydawnictw i Poligrafii
Centrum Obstugi Kancelarii Prezesa Rady Ministrow

Dziennik Ustaw i Monitor Polski (spis tresci) dostepne sa w Internecie pod adresem www.cokprm.gov.pl

Wydaweca: Kancelaria Prezesa Rady Ministrow DU 0251 2005 wyd.00
Redakcja: Rzadowe Centrum Legislacji — Redakcja Dziennika Ustaw Rzeczypospolitej Polskiej
oraz Dziennika Urzedowego Rzeczypospolitej Polskiej ,Monitor Polski”,
Al. Ujazdowskie 1/3, 00-583 Warszawa, tel. 0-22 622-66-56
Sktad, druk i kolportaz: Wydziat Wydawnictw i Poligrafii Centrum Obstugi Kancelarii Prezesa Rady Ministrow
ul. Powsinska 69/71, 02-903 Warszawa, tel.: 0-22 694-67-50, 0-22 694-67-52; faks 0-22 694-62-06
Bezptatna infolinia: 0-800-287-581 (czynna w godz. 7*-15%)
www.cokprm.gov.pl
e-mail: dziust@cokprm.gov.pl 0024 63900

Ttoczono z polecenia Prezesa Rady Ministréw w Wydziale Wydawnictw i Poligrafii Centrum Obstugi Kancelarii Prezesa Rady Ministrow,
ul. Powsinska 69/71, 02-903 Warszawa

Zam. 2986/W/C/2005 ISSN 0867-3411 Cena 13,20 zt (w tym 7 % VAT)
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