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(Akty o charakterze nieustawodawczym)

ROZPORZADZENIA

ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) NR 260/2014
z dnia 24 stycznia 2014 r.

zmieniajagce, w celu dostosowania do postepu technicznego, rozporzadzenie (WE) nr 440/2008

ustalajgce metody badan zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu

Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych
ograniczefi w zakresie chemikaliow (REACH)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,

uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r. w sprawie
rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen
w zakresie chemikaliéw (REACH), utworzenia Europejskiej
Agencji Chemikaliéw, zmieniajace dyrektywe 1999/45/WE
oraz uchylajgce rozporzadzenie Rady (EWG) nr793/93
i rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak réwniez dyrek-
tywe Rady 76/769/EWG i dyrektywy Komisji 91/155/EWG,
93/67/EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE (\), w szczegblnosci
jego art. 13 ust. 3,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1)  Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 440/2008 (%) zawiera
metody badan stuzace okre$laniu wilasciwosci fizykoche-
micznych, toksycznosci oraz ekotoksycznosci substancji,
ktére to metody nalezy stosowaé do celow rozporza-
dzenia (WE) nr 1907/2006.

(2)  Nalezy uaktualni¢ rozporzadzenie (WE) nr 440/2008
w celu uwzglednienia w pierwszej kolejnosci nowych
i uaktualnionych alternatywnych metod badan przyjetych
niedawno przez OECD, w celu zmniejszenia liczby zwie-
rzat  wykorzystywanych do celéw do$wiadczalnych,
zgodnie z dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie

() Dz.U. L 396 z 30.12.2006, s. 1.
() Dz.U. L 142 z 31.5.2008, s. 1.

ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw nauko-
wych () oraz dyrektywa Rady 86/609/EWG z dnia
24 listopada 1986 r. w sprawie zblizenia przepisow usta-
wowych, wykonawczych i administracyjnych panistw
cztonkowskich dotyczacych ochrony zwierzat wykorzy-
stywanych do celow doswiadczalnych i innych celéw
naukowych (4.

(3)  Dostosowanie zawiera dwie metody oznaczania whasci-
wosci fizykochemicznych, w tym aktualizacje metody
badawczej oznaczania rozpuszczalno$ci w wodzie oraz
nowa metode badawcza z wykorzystaniem wspolczyn-
nika podzialu, majaca zastosowanie do oceny substancji
trwalych, zdolnych do bioakumulacji oraz toksycznych
(PBT); cztery nowe i jedng zaktualizowang metod¢ ozna-
czania ekotoksycznosci oraz loséw i zachowania w $rodo-
wisku; dziewig¢ metod oznaczania toksycznosci i innych
skutkow dla zdrowia obejmujacych cztery metody
badawcze w zakresie toksycznosci inhalacyjnej, w tym
aktualizacje trzech metod i jedna nowa metode majaca
na celu zmniejszenie liczby wykorzystywanych zwierzat
i poprawienie oceny wynikéw, aktualizacje metody
28-dniowego badania toksycznosci doustnej wywolanej
powtarzanym dawkowaniem w celu wlaczenia do niej
parametré6w do oceny zaburzania funkcjonowania uktadu
hormonalnego, aktualizacje metody badawczej w zakresie
toksykokinetyki w odniesieniu do projektowania i zrozu-
mienia bada toksykologicznych oraz aktualizacje metod
badawczych w zakresie toksycznosci przewleklej, rako-
tworczosci oraz taczonej toksycznosci przewleklej i rako-
tworczosci.

(4)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie (WE)
nr 440/2008.

(5) Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sg
zgodne z opinia komitetu ustanowionego na mocy
art. 133 rozporzadzenia (WE) nr 1907/2006,

() Dz.U. L 276 z 20.10.2010, s. 33.

() Dz.U. L 358 z 18.12.1986, s. 1.
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PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

Zalacznik do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 zostaje zmieniony zgodnie z zalgcznikiem do niniejszego
rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie trzeciego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym
Unii Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 24 stycznia 2014 r.

W imieniu Komisji
José Manuel BARROSO
Przewodniczgcy
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ZALACZNIK

W zalgczniku do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:

1) rozdzial A.6 otrzymuje brzmienie:

,A.6. ROZPUSZCZALNOSC W WODZIE

WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna metodzie opisanej w dotyczgcej badan wytycznej OECD nr 105
(OECD TG 105) (1995). Niniejsza metoda badawcza stanowi zmieniong wersj¢ pierwotnej metody opisanej
w OECD TG 105, przyjetej w 1981 r. Pomiedzy aktualng wersja a wersja z 1981 r. nie ma zasadniczych réznic.
Zmiany dotyczyly przede wszystkim formatu. Przeglad byt oparty o metode badawcza UE »Water solubility«
(Rozpuszczalno$é w wodzie) (1).

ZALOZENIA WSTEPNE

Na rozpuszczalno$¢ substancji w wodzie w sposob istotny moze wplynaé obecno$¢ zanieczyszczen. Niniejsza
metoda badawcza dotyczy oznaczania rozpuszczalno$ci w wodzie substancji zasadniczo czystych, ktore
w wodzie sg stabilne i nie maja charakteru lotnego. Przed oznaczeniem rozpuszczalno$ci w wodzie przydatne
jest posiadanie pewnych wstepnych informacji na temat substancji badanej, takich jak wzor strukturalny,
ci$nienie pary, stala dysocjacji i hydroliza jako funkcja pH.

W niniejszym opisie metody badawczej podano dwie metody: metode wymywania, stuzaca do oznaczania
rozpuszczalnoéci nizszej niz 1072 gfl, i metode wytrzasania w kolbie, stuzacg do wyznaczania rozpuszczalnosci
wyzszej. Opisano rowniez proste badanie wstepne. Umozliwia ono wyznaczenie w przyblizeniu odpowiedniej
ilosci probki, jaka ma by¢ uzyta w ostatecznym badaniu, jak réwniez czasu niezbednego do uzyskania roztworu
nasyconego.

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Rozpuszczalno$¢ substancji w wodzie jest to stezenie masowe substancji w nasyconym roztworze wodnym
w okre$lonej temperaturze.

Rozpuszczalno$¢ w wodzie wyraza si¢ jako masg substancji rozpuszczonej na objeto$¢ roztworu. Jednostka
w ukladzie SI jest kg/m’, mozna réwniez stosowaé jednostke gfl.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia przy okreslaniu rozpuszczalnoici substancji badanej.

OPIS METOD
Warunki badania

Najkorzystniej jest przeprowadzi¢ badanie w temperaturze 20 * 0,5 °C. Wybrana temperatura powinna by¢
utrzymywana na stalym poziomie we wszystkich istotnych czedciach sprzetu.

Badanie wstepne

Stosowana jest procedura sekwencyjna. Do ok. 0,1 g probki (substancje stale nalezy sproszkowac) znajdujacej sie
w cylindrze miarowym o pojemnosci 10 ml, zamknigtym korkiem szklanym, dodaje si¢ w temperaturze poko-
jowej kolejne jednostki objetosci wody. Po kazdym dodaniu jednostki wody mieszaning wstrzasa si¢ przez 10
minut i kontroluje wzrokowo pod katem jakichkolwiek nierozpuszczonych czgsci probki. Jezeli po dodaniu
10 ml wody prébka lub jej cze$¢ pozostaja nierozpuszczone, doswiadczenie kontynuuje si¢ przy uzyciu cylindra
miarowego o objetosci 100 ml. Przyblizong rozpuszczalno$¢é podano w tabeli 1 ponizej pod taka objetoscia
wody, w jakiej dochodzi do pelnego rozpuszczenia probki. Jezeli rozpuszczalno$¢ jest mata, do rozpuszczenia
substancji badanej moze by¢ potrzebne duzo czasu i nalezy ja pozostawi¢ na co najmniej 24 godziny. Jezeli po
24 godzinach substancja badana pozostaje nierozpuszczona, nalezy ja pozostawi¢ na dluzej (do 96 godzin) lub
poczyni¢ probe dalszego rozcienczenia w celu stwierdzenia, czy nalezy zastosowaé metode wymywania, czy
metode wytrzasania w kolbie.

Tabela 1
ml wody na 0,1¢g 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
substancji  rozpusz-
czalnej

Przyblizona rozpusz- | > 1000 1000-200 200-100 100-50 50-10 10-1 <1
czalno$¢ w gfl
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Metoda wymywania
Zasady ogdlne

9. Niniejsza metoda jest oparta na wymywaniu wodg substancji badanej z mikrokolumny wypelnionej obojetnym
no$nikiem pokrytym uprzednio nadmiarem badanej substancji (2). Rozpuszczalno$¢ w wodzie podawana jest
jako stezenie masowe eluatu po osiggnieciu wartosci plateau w funkeji czasu.

Przyrzgd

10. Przyrzad sklada si¢ z mikrokolumny (rysunek 1) utrzymywanej w stalej temperaturze. Polaczona jest ona
z pompa recyrkulacyjng (rysunek 2) lub z naczyniem poziomujacym (rysunek 3). Mikrokolumna zawiera
obojetny noénik utrzymywany na miejscu malg zatyczka z waty szklanej, ktéra stuzy takze do odfiltrowywania
czastek. Jako no$nik mozna zastosowa¢ szklane kulki, ziemie okrzemkowsq lub inny obojetny material.

11. Mikrokolumna przedstawiona na rysunku 1 nadaje si¢ do zestawu z pompa recyrkulacyjng. W gérnej czesci
kolumny znajduje si¢ przestrzen mieszczaca pie¢ objetosci zloza (ilo$¢ usuwang na poczatku doswiadczenia)
i pie¢ probek (pobieranych do analizy podczas do$wiadczenia). Alternatywnie jej rozmiar moze by¢ zmniej-
szony, jezeli do ukladu mozna dodawaé¢ wody podczas doswiadczenia w celu zastapienia pigciu objetosci zloza
usunietych wraz z zanieczyszczeniami. Kolumna jest polaczona rurka z obojetnego materialu z pompa recyr-
kulacyjna o wydajnosci okoto 25 ml/godz. Pompa recyrkulacyjna moze by¢ na przyktad pompa perystaltyczna
lub membranowa. Nalezy uwazaé, aby nie doszto do zanieczyszczenia lub adsorpcji na materiale rurki.

12. Schematyczny uklad obejmujacy naczynie poziomujace przedstawiono na rysunku 3. W tym przypadku mikro-
kolumna wyposazona jest w zawér jednostronnie odcinajacy. Podlaczenie do naczynia poziomujacego sklada sig
ze szlifowanego zlacza szklanego i rurki z obojetnego materiatu. Predko$¢ wyplywu z naczynia poziomujacego
powinna wynosi¢ w przyblizeniu 25 ml/godz.

Rysunek 1
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L
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Polaczenie szlifowanego zlacza szklanego
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Wymiary w mm

Przestrzen nadpowierzchniowa
Wewnetrz 5
Zewnetrz 19

Zatyczka z waty szklanej
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Zawor odcinajacy
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13.

Rysunek 2

S

A.  Wyréwnywanie ci$nienia do atmosferycznego
B. Przeplywomierz
C. Mikrokolumna
D. Pompa cyrkulacyjna kontrolowana termostatycznie
E. Pompa recyrkulacyjna
F.  Zawor dwudrozny do prébkowania
Rysunek 3
o//
5 5
o W
A. Naczynie poziomujace (np. 2,5-litrowa kolba)
B. Kolumna
C. Odbiornik frakeji
D. Termostat
E. Rurka teflonowa
F. Szlifowane zlacze szklane
G. Linia wodna (pomiedzy termostatem i kolumng, $rednica wewnetrzna okoto 8 mm)
Okolo 600 mg materialu no$nika przenies¢ do kolby okraglodennej o pojemnosci 50 ml. Stosowna ilo§¢

substancji badanej rozpuécié w lotnym rozpuszczalniku o czysto$ci analitycznej i dodaé odpowiednig ilo§¢
tego roztworu do nos$nika. Rozpuszczalnik poddal calkowitemu odparowaniu, np. w wyparce obrotowej,
poniewaz w innym razie no$nik nie zostanie catkowicie nasycony woda podczas etapu wymywania z powodu
podzialu faz na powierzchni nosnika. Upakowany no$nik pozostawi¢ do nasaczenia na dwie godziny w okoto
5 ml wody, a nastgpnie zawiesing wla¢ do mikrokolumny. Alternatywnie mozna wsypaé suchy, upakowany
no$nik do mikrokolumny wypelnionej woda i pozostawi¢ na dwie godziny do ustalenia stanu réwnowagi.
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14. Upakowanie no$nika moze stwarza¢ problemy prowadzace do blednych wynikéw, np. jezeli substancja badana
osadza si¢ jako olej. Problemy te nalezy zbada¢, a szczegdly zamiesci¢ w sprawozdaniu.

Procedura z zastosowaniem pompy recyrkulacyjnej

15. Uruchomi¢ przeplyw przez kolumne. Zalecane jest stosowanie szybkosci przeplywu okolo 25 ml/godz. —
odpowiada to 10 objeto$ciom zloza na godzing dla opisanej tu kolumny. Odrzuci¢ co najmniej pig¢ pierwszych
wypelnient zloza w celu usunigcia rozpuszczalnych w wodzie zanieczyszczen. Nastgpnie uruchomi¢ pompe az
do uzyskania réwnowagi, definiowanej poprzez wyniki pomiaréw dla pieciu kolejnych probek, w ktorych
stezenie nie rézni si¢ o wiecej niz * 30 % przy losowym rozkladzie réznic. Probki te powinny zosta¢ od siebie
oddzielone w odstgpach czasowych odpowiadajacych przejiciu eluentu w ilosci co najmniej dziesigciokrotnej
objetosci zloza. W zaleznosSci od zastosowanej metody analitycznej lepsza metodg moze byé wykreslenie
krzywej zaleznosci stezenia od czasu w celu wykazania osiggnigcia stanu réwnowagi.

Procedura z zastosowaniem naczynia poziomujgcego

16. Zebrac kolejne frakcje eluatu i wykona¢ analize wybrang metoda. Do oznaczenia rozpuszczalnosci wykorzystuje
si¢ frakcje ze Srodkowego zakresu eluatu, gdzie stezenia sa stale w granicach + 30 % w co najmniej pieciu

kolejnych frakcjach.

17. Preferowanym eluentem jest woda podwojnie destylowana. Mozna réwniez uzy¢ wody zdejonizowanej o rezy-
stywnosci powyzej 10 MQJcm i catkowitej zawartosci wegla organicznego ponizej 0,01 %.

18. W obu procedurach wykonuje si¢ drugg seri¢ pomiaréw przy polowie predkosci przeplywu zastosowanej
w pierwszej serii. Jezeli wyniki obu serii sa zgodne, badanie nalezy uzna¢ za zadowalajace. Jezeli zmierzona
rozpuszczalno$¢ przy nizszej predkosci przeptywu jest wigksza, wtedy nalezy powtarzaé procedur¢ zmniejszania
tej predkosci o polowe tak dtugo, dopdki w dwéch kolejnych seriach nie uzyska si¢ takiej samej rozpusz-
czalnosci.

19. W obu procedurach nalezy kontrolowa¢ frakcje pod katem obecnosci zawiesin koloidalnych przez sprawdzenie,
czy nie wystepuje efekt Tyndalla. Obecno$¢ takich czastek powoduje niewazno$¢ badania i po poprawieniu
dzialania filtrujgcego kolumny nalezy je powtdrzy¢.

20. Nalezy zmierzy¢ pH kazdej probki, najlepiej przy uzyciu specjalnych paskéw wskaznikowych.

Metoda wytrzasania w kolbie
Zasady ogdlne

21. Substancj¢ badang (ciala stale musza zostaé sproszkowane) rozpusci¢ w wodzie w temperaturze nieco wyzszej
od temperatury badania. Po uzyskaniu nasycenia mieszaning schtodzi¢ i utrzymywaé w temperaturze badania.
Alternatywnie, jezeli za pomocg whasciwego pobierania probek upewniono si¢ co do osiagnigcia stanu réwno-
wagi nasycenia, pomiar moze by¢ wykonywany bezposrednio w temperaturze badania. Nastgpnie przy pomocy
odpowiedniej metody analitycznej oznaczy¢ stezenie masowe substancji badanej w roztworze wodnym, ktéry
nie moze zawiera¢ zadnych nierozpuszczonych czastek (3).

Przyrzgd

22. Potrzebne s3 nastepujgce materialy:
— zwykle szklo laboratoryjne i instrumenty,
— urzadzenie stuzace do mieszania roztworéw w kontrolowanej, stalej temperaturze,
— o ile jest potrzebna w przypadku emulsji — wiréwka (najlepiej z termostatem), oraz
— sprzet do wykonywania analiz.

Procedura

23. Na podstawie badania wstgpnego oszacowal ilo§¢ substancji badanej niezbedng do nasycenia pozadanej objg-
tosci wody. Odwazy¢ okoto pigciokrotnos¢ tej ilosci do kazdego z trzech naczyn szklanych wyposazonych
w korki szklane (np. proboéwek wirdwkowych, kolb). Do kazdego naczynia doda¢ pewna objgtos¢ wody zalezna
od wybranej metody analitycznej i zakresu rozpuszczalno$ci. Nastgpnie mocno zatkane korkiem naczynia
wytrzasaé w temperaturze 30 °C. Nalezy uzy¢ wytrzasarki lub mieszarki, ktéra moze dziata¢ w stalej tempera-
turze, np. mieszadla magnetycznego w lazni wodnej z temperaturg kontrolowang termostatem. Po jednym dniu
jedno z naczyn pozostawi¢ do ustalenia stanu réwnowagi na 24 godziny w temperaturze badania, przy czym od
czasu do czasu nalezy je wstrzasnal. Zawarto$¢ naczynia poddaé nastgpnie wirowaniu w temperaturze badania
i oznaczy¢ stezenie substancji badanej w klarownej fazie wodnej za pomoca odpowiedniej metody analitycznej.
Z pozostalymi dwiema kolbami postapi¢ podobnie po poczatkowym ustaleniu stanu réwnowagi w temperaturze
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30 °C przez, odpowiednio, dwa i trzy dni. Jezeli wyniki oznaczenia st¢zenia w co najmniej dwdch ostatnich
naczyniach nie réznig si¢ o wigcej niz 15 %, badanie nalezy uzna¢ za zadowalajace. Jezeli wyniki dla naczyn 1, 2
i 3 wykazuja tendencje do wzrastajgcych wartoéci, cale badanie nalezy powtdrzy¢, stosujac dluzsze okresy
ustalania réwnowagi.

24. Badanie mozna réwniez wykonaé bez wstepnej inkubacji w 30 °C. W celu oceny szybkosci ustalania si¢
réwnowagi nasycenia prébki pobiera si¢ do momentu, gdy czas mieszania nie wywiera juz wplywu na mierzone
stezenie.

25. Nalezy zmierzy¢ pH kazdej prébki, najlepiej przy uzyciu specjalnych paskéw wskaznikowych.

Oznaczenia analityczne

26. Najkorzystniejsza jest metoda specyficzna dla substancji, gdyz male ilosci rozpuszczalnych zanieczyszczen moga
spowodowa¢ duze bledy wynikdéw pomiaréw rozpuszczalnoci. Przykladami takich metod sa: chromatografia
gazowa lub cieczowa, miareczkowanie, fotometria, woltamperometria.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Dane
Metoda wymywania

27. W kazdej serii nalezy obliczy¢ warto$¢ $rednig i odchylenie standardowe dla co najmniej pigciu kolejnych prébek
pobranych przy plateau nasycenia. Wartosci Srednie uzyskane w dwoch badaniach przy réznych predkosciach
przeplywu nie powinny si¢ r6zni¢ o wigcej niz 30 %.

Metoda wytrzgsania w kolbie

28. Wyniki pomiaréw dla kazdej z trzech kolb, ktére nie powinny si¢ rézni¢ o wigcej niz 15 %, usrednia sie.

Sprawozdanie z badania
Metoda wymywania

29. Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ nastepujace informacje:
— wyniki badania wstepnego,
— nazwa chemiczna i informacje o zanieczyszczeniach (oczyszczanie wstgpne, jezeli zostalo przeprowadzone),
— stezenia, predkosci przeplywu i pH dla kazdej probki,
— drednie i odchylenia standardowe dla co najmniej pigciu probek przy plateau nasycenia dla kazdej serii,
— $rednia z co najmniej dwoch kolejnych serii,
— temperatura wody w czasie procesu nasycania,
— metoda analityczna,
— charakter nosnika,
— upakowanie nosnika,
— zastosowany rozpuszczalnik,
— dowody niestabilnosci chemicznej substancji w trakcie badania,

— wszystkie informacje istotne dla interpretacji wynikow, szczegdlnie w odniesieniu do zanieczyszczen i stanu
fizycznego substancji badanej.

Metoda wytrzgsania w kolbie

30. Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ nastgpujace informacje:
— wyniki badania wstepnego,

— nazwa chemiczna i informacje o zanieczyszczeniach (oczyszczanie wstepne, jezeli zostalo przeprowadzone),
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— poszczegblne oznaczenia analityczne, a w przypadku gdy dla kazdej kolby byla oznaczana wigcej niz jedna
warto$¢, ich $rednia,

— pH kazdej probki,

— $rednia wartosci dla réznych kolb, ktére byly zgodne,

— temperatura badania,

— metoda analityczna,

— dowody na jakgkolwiek niestabilno$¢ chemiczng substancji w trakcie badania,

— wszystkie informacje istotne dla interpretacji wynikéw, szczegdlnie w odniesieniu do zanieczyszczen i stanu
fizycznego substancji badanej.
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2) dodaje si¢ rozdzial A.23 w brzmieniu:

,A.23. WSPOLCZYNNIK PODZIALU (1-OKTANOL/WODA): METODA POWOLNEGO MIESZANIA

WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest rownowazna metodzie opisanej w dotyczacej badan wytycznej OECD nr 123
(2006). Wartosci wspolczynnika podziatu 1-oktanol/woda (Pqy) az do log Poy = 8,2 wyznaczono w sposob
dokladny za pomocg metody powolnego mieszania (1). Jest to zatem podejicie eksperymentalne odpowiednie
do bezposredniego wyznaczania Py, dla silnie hydrofobowych substancji.

Inne metody wyznaczania wspétczynnika podzialu 1-oktanol/woda (Poy) to metoda wytrzasania w kolbie (2)
oraz wyznaczanie Py, za pomocg badania retencji w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z odwré-
conymi fazami (3). Metoda wytrzasania w kolbie jest podatna na artefakty zwigzane z przechodzeniem mikro-
kropelek oktanolu do fazy wodnej. W miar¢ wzrostu Pqy, obecno$¢ tych kropelek w fazie wodnej prowadzi do
coraz wickszego przeszacowywania st¢zenia substancji badanej w wodzie. Zastosowanie metody jest zatem
ograniczone do substancji o log Poy, < 4. Druga metoda oparta jest na wiarygodnych, bezposrednio wyzna-
czonych wartosciach Py, ktore stuza do kalibracji zaleznosci pomigdzy retencjg w HPLC a mierzonymi warto-
$ciami Pgy. Dostepny byl projekt wytycznych OECD w sprawie wyznaczania wspolczynnikéw podziatu 1-
oktanol/woda dla substancji podatnych na dysocjacj¢ (4), ale nie nalezy juz z nich korzystac.

Niniejsza metod¢ badawcza opracowano w Niderlandach. Precyzja opisanej tutaj metody zostala zwalidowana
i zoptymalizowana w mi¢dzylaboratoryjnym badaniu walidacyjnym, w ktérym brato udziat 15 laboratoriéw (5).

ZALOZENIA WSTEPNE
Znaczenie i zastosowanie

Wykazano, ze dla obojetnych substancji organicznych wystepuje bardzo istotna zalezno§¢ pomiedzy wspol-
czynnikiem podzialu 1-oktanol/woda (Pgy) @ ich bioakumulacja w rybach. Wykazano ponadto, ze Py jest
skorelowany z toksycznodcig dla ryb, jak réwniez z sorpcja substancji chemicznych przez ciala stale takie jak
gleby i osady. Wyczerpujacy przeglad tych zaleznosci znajduje si¢ w pozydji literaturowej (6).
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5. OkreSlono wiele réznorodnych zaleznosci pomigdzy wspélczynnikiem podziatu 1-oktanol/woda a innymi
wlasciwosciami substancji majacymi znaczenie dla toksykologii i chemii Srodowiska. W rezultacie wspétczynnik
podziatu 1-oktanol/woda stal si¢ kluczowym parametrem w szacowaniu ryzyka stosowania chemikaliéw dla
§rodowiska, jak réwniez w przewidywaniu loséw chemikaliéow w §rodowisku.

Zakres

6. Do$wiadczenie oparte na powolnym mieszaniu w zalozeniach ma na celu ograniczenie tworzenia mikrokropelek
1-oktanolu w fazie wodnej. W rezultacie nie dochodzi do przeszacowania stezenia w roztworze wodnym
bedgcego skutkiem obecnosci czasteczek substancji badanej w takich kropelkach. Metoda powolnego mieszania
nadaje si¢ zatem szczegblnie do wyznaczania Pqy, dla substancji, dla ktorych oczekiwana warto$¢ log Py
wynosi 5 i wigcej i dla ktorych metoda wytrzasania w kolbie (2) moze dawaé bledne wyniki.

DEFINICJA 1 JEDNOSTKI

7. Wspdlczynnik podziatlu substancji miedzy wode a rozpuszczalnik lipofilowy (1-oktanol) jest miarg podzialu
w stanie réwnowagi danej substancji miedzy dwie fazy. Wspolczynnik podzialu miedzy wode a 1-oktanol (Pqy)
definiuje si¢ jako stosunek stezert w stanie réwnowagi substancji badanej w 1-oktanolu nasyconym woda (Cq)
i w wodzie nasyconej 1-oktanolem (Cyy).

Pow = Co/Cy

Jako stosunek stezen jest to wielko$¢ bezwymiarowa. Najczesciej podawana jest w formie logarytmu dziesigtnego
(log Pow). Wspolezynnik Poy zalezy od temperatury i podawane dane powinny obejmowaé temperaturg
pomiaru.

ZASADA METODY

8. Aby wyznaczy¢ wspllczynnik podziatu, ustala si¢ stan réwnowagi dla wody, 1-oktanolu i substancji badanej
zmieszanych ze sobg w stalej temperaturze. Nastgpnie wyznacza si¢ stezenia substancji badanej w obu fazach.

9. W proponowanym tutaj do§wiadczeniu metoda powolnego mieszania mozna ograniczy¢ problemy zwiazane
z tworzeniem mikrokropelek w do§wiadczeniu metodg wytrzasania w kolbie. W doéwiadczeniu metoda powol-
nego mieszania stan rownowagi dla wody, 1-oktanolu i substancji badanej ustala si¢ w reaktorze z termostatem,
w ktérym zachodzi mieszanie. Przyspiesza ono wymiang pomigdzy fazami. Mieszanie wprowadza niewielkie
turbulencje zwigkszajace stopient wymiany miedzy 1-oktanolem a woda bez tworzenia mikrokropelek (1).

ZAKRES ZASTOSOWANIA METODY BADANIA

10. Poniewaz na wspodlczynnik aktywnosci substancji badanej moze wplyna¢ obecno$¢ innych substancji, nalezy
bada¢ substancje w formie czystej. Do wyznaczania wspélczynnika podzialu 1-oktanol/woda nalezy uzy¢
substancji o najwigkszym stopniu czystosci, jaka jest dostepna w handlu.

11. Niniejsza metoda ma zastosowanie do substancji czystych, ktore nie ulegaja dysocjacji ani asocjacji i nie wyka-
zujg znaczacej aktywnosci na granicy faz. Metode mozna stosowaé do wyznaczania wspdlczynnika podziatu
1-oktanol/woda takich substancji oraz mieszanin. W przypadku stosowania tej metody do mieszanin wyzna-
czone wspotezynniki podziatu 1-oktanol/woda sa warunkowe i zaleza od skladu chemicznego badanej miesza-
niny oraz od skladu elektrolitowego fazy wodnej. Metod¢ mozna réwniez zastosowaé, pod warunkiem podjecia
dodatkowych krokéw, do zwiazkow dysocjujacych lub asocjujacych (pkt 12).

12. Poniewaz przy podziale substancji dysocjujacych, takich jak kwasy organiczne i fenole oraz zasady organiczne
i zwigzki metaloorganiczne, w wodzie i 1-oktanolu wystepuje wiele stanéw réwnowagi, wspélczynnik podzialu
1-oktanol/woda jest w takich przypadkach staly warunkows, ktorej wartos¢ jest silnie zalezna od skladu elek-
trolitowego (7) (8). Wyznaczenie wspdlczynnika podzialu 1-oktanol/woda wymaga zatem kontrolowania
i podania w sprawozdaniu wartosci pH oraz skladu elektrolitowego podczas doswiadczenia. Do oceny tych
wspolczynnikow podzialu wymagana jest specjalistyczna wiedza. Na podstawie stalej (stalych) dysocjacji nalezy
wybra¢ odpowiednie wartosci pH, takie, aby wyznaczy¢ wspdlczynnik podzialu dla kazdego stopnia jonizacji.
Przy badaniu zwigzkéw metaloorganicznych wymagane jest stosowanie takich substancji buforowych, ktére nie
tworza komplekséw (8). Nalezy dobra¢ warunki do$wiadczenia, uwzgledniajac aktualny stan wiedzy na temat
chemii roztworéw wodnych (stalych trwalosci komplekséw, stalych dysocjacji), w taki sposéb, aby mozna bylo
oszacowal specjacje chemiczng substancji badanej w fazie wodnej. Nalezy zapewni¢ identyczng moc jonowa we
wszystkich do§wiadczeniach poprzez zastosowanie elektrolitu podstawowego.

13. Przy badaniu substancji o bardzo malej rozpuszczalnosci w wodzie lub wysokim Puy moga pojawil sie
problemy w zwigzku ze stezeniami substancji w wodzie tak niskimi, ze ich doktadne oznaczenie bedzie trudne.
Niniejsza metoda badawcza obejmuje wytyczne w zakresie rozwigzywania tego problemu.
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INFORMACJE NA TEMAT SUBSTANCJI BADANE]

14. Nalezy stosowaé odczynniki czyste do analizy lub o wyzszej klasie czystosci. Zaleca si¢ stosowanie nieznako-
wanych substancji badanych o znanym skladzie chemicznym i preferowanej czystoici co najmniej 99 % lub
znakowanych izotopowo substancji badanych o znanym skladzie chemicznym i czystosci radiochemiczne;.
W przypadku uzycia znacznika o krétkim czasie potowicznego rozpadu nalezy zastosowaé poprawki na rozpad.
W przypadku substancji badanych znakowanych izotopowo nalezy zastosowaé specyficzng chemicznie metode
analityczng w celu zagwarantowania, Ze mierzona promieniotworczo$¢ jest bezposrednio zwigzana z substancja
badana.

15. Oszacowanie log Poyw mozna uzyskaé za pomocg dostgpnego w handlu oprogramowania do szacowania log
Pow lub tez przy pomocy stosunku rozpuszczalnosci w obu rozpuszczalnikach.

16. Przed wyznaczeniem Pgy metodg powolnego mieszania powinny by¢ znane nastgpujace informacje na temat
substancji badanej:

a) wzor strukturalny;

b) metody analityczne odpowiednie do oznaczenia st¢zenia danej sunstancji w wodzie i w 1-oktanolu;
c) stala (stale) dysocjacji substancji podatnych na dysocjacje (wytyczna OECD nr 112 (9));

d) rozpuszczalno$¢ w wodzie (10);

e) hydroliza abiotyczna (11);

f) szybka biodegradowalnos¢ (12);

g) preznosé pary (13).

OPIS METODY
Wyposazenie i przyrzad

17. Wymagane jest standardowe wyposazenie laboratoryjne, w szczeg6lnosci nastepujace sprzety:
— mieszadla magnetyczne i pokryte teflonem mieszadta magnetyczne stuzace do mieszania fazy wodnej,

— instrumenty analityczne odpowiednie do oznaczania st¢zenia substancji badanej na oczekiwanych pozio-

mach stezenia,

naczynie do mieszania z zaworem w dolnej czgSci. W zaleznosci od oszacowania log Poy 1 granicy
wykrywalnosci (LOD) zwiazku badanego nalezy rozwazy¢ zastosowanie naczynia reakcyjnego o takiej
samej geometrii i pojemnosci wigkszej niz litr, tak aby mozna bylo uzyskaé wystarczajaca objetos¢ wody
do celow ekstrakcji i analizy chemicznej. Dzigki temu uzyskane zostanie wyzsze stezenie w wyciagu
wodnym i oznaczenie analityczne bedzie bardziej wiarygodne. Tabela z podanymi oszacowaniami mini-
malnej potrzebnej objetosci, LOD dla danego zwigzku, szacowanej dla niego wartoéci log Py oraz rozpusz-
czalnosci w wodzie znajduje si¢ w dodatku 1. Dane w tabeli podano na podstawie zaleznosci pomigdzy log
Pow a stosunkiem rozpuszczalno$ci w oktanolu i wodzie zgodnie z publikacja Pinsuwan et al. (14):

log Pow = 0,88 log SR + 0,41
gdzie:
SR = S,/Sw (Wyrazone jako stezenia molowe);

oraz podanej przez Lymana (15) zalezno$ci pozwalajacej przewidywac rozpuszczalno$é w wodzie. Rozpusz-
czalno$§¢ w wodzie obliczong wedtug réwnania podanego w dodatku 1 trzeba traktowaé jako pierwsze
oszacowanie. Nalezy zauwazy¢, ze uzytkownik ma swobod¢ w szacowaniu rozpuszczalno$ci w wodzie
dowolng metoda, ktérg uznaje si¢ za lepsze odzwierciedlenie zalezno$ci migdzy hydrofobowoscia a rozpusz-
czalno$cig. W przypadku zwiazkéw stalych zaleca si¢ na przyklad uwzglednienie temperatury topnienia
w przewidywaniu rozpuszczalnodci. Jezeli stosuje si¢ réwnanie zmodyfikowane, nalezy si¢ upewnié, czy
réwnanie stuzace do obliczania rozpuszczalnoici w oktanolu nadal jest poprawne. Schematyczny rysunek
naczynia z plaszczem szklanym do termostatowania z mieszadlem, o objgtosci ok. 1 litra znajduje si¢
w dodatku 2. Proporcje naczynia przedstawionego w dodatku 2 okazaly si¢ korzystne i nalezy je utrzymacd
w przypadku uzywania przyrzadu o innych rozmiarach,

podczas do$wiadczenia wykonywanego metoda powolnego mieszania konieczny jest sprzet do utrzymy-
wania temperatury na stalym poziomie.
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18. Naczynia powinny by¢ wykonane z obojetnego materiatu, tak aby efekt adsorpcji na powierzchni naczynia byt
nieznaczny.

Przygotowanie roztworéw do badania

19. Wyznaczenie Poy nalezy przeprowadzaé przy uzyciu 1-oktanolu o najwyzszej czystosci, jaka jest dostepna
w handlu (co najmniej +99 %). Zaleca si¢ oczyszczanie 1-oktanolu poprzez ekstrakcje kwasem, zasadg i woda,
a nastgpnie osuszanie. Do oczyszczania 1-oktanolu mozna ponadto zastosowaé destylacje. Oczyszczony 1-
oktanol stuzy do przygotowania standardowych roztworéw substancji badanych. Woda wykorzystywana
w wyznaczeniu Pgy, powinna by¢ destylowana w destylatorze szklanym lub wykonanym ze szkla kwarcowego,
badZ uzyskana z ukladu oczyszczania, mozna tez uzy¢ wody o czystosci HPLC. W przypadku wody destylo-
wanej wymagane jest filtrowanie przez filtr 0,22 pm, nalezy takze przeprowadzi¢ Slepe proby w celu spraw-
dzenia, czy w stezonych ekstraktach nie ma zanieczyszczen, ktére moga wplywaé na substancje badana.
W przypadku gdy stosowany jest filtr z widkna szklanego, nalezy go oczysci¢ poprzez wypalanie przez co
najmniej trzy godziny w temperaturze 400 °C.

20. Oba rozpuszczalniki przed wykonaniem doéwiadczenia powinny zostaé wzajemnie nasycone w drodze ustalania
stanu réwnowagi w wystarczajgco duzym naczyniu. Stan réwnowagi osiaga si¢ poprzez powolne mieszanie
ukladu dwufazowego przez dwa dni.

21. Wybra¢ odpowiednie st¢zenie substancji badanej i rozpusci¢ substancj¢ w 1-oktanolu (nasyconym woda). Nalezy
wyznaczy¢ wspolezynnik podziatu 1-oktanol/woda w rozcieficzonych roztworach w 1-oktanolu oraz w wodzie.
Stezenie substancji badanej nie powinno zatem przekraczal 70 % jej rozpuszczalnosci, przy stezeniu w obu
fazach wynoszacym maksymalnie 0,1 M (1). Roztwory w 1-oktanolu uzywane w do$wiadczeniu muszg by¢
wolne od zawiesiny nierozpuszczonych czastek substancji badanej.

22. Odpowiednig ilo§¢ substancji badanej rozpusci¢ w 1-oktanolu (nasyconym woda). Jezeli szacowana warto$¢ log
Pow przekracza 5, nalezy dopilnowaé, aby roztwory w 1-oktanolu uzywane w do$wiadczeniu byly wolne od
zawiesiny nierozpuszczonych czastek substancji badanej. W tym celu stosuje si¢ nastgpujaca procedure dla
chemikaliéw o szacowanej wartosci log Py > 5:

— substancj¢ badana rozpusci¢ w 1-oktanolu (nasyconym woda),

— pozostawi¢ roztwér na czas wystarczajacy, aby zawieszone nierozpuszczone czastki substancji opadly na
dno. Podczas osiadania monitorowaé stezenie substancji badanej,

— po ustabilizowaniu si¢ warto$ci mierzonych stezen w roztworze 1-oktanolu rozciefczy¢ roztwér podsta-
wowy dodajac odpowiednig objetos¢ 1-oktanolu,

— wykona¢ pomiar stezenia roztworu podstawowego. Jezeli zmierzone stezenie odpowiada rozciefczeniu,
mozna uzy¢ rozcieficzonego roztworu w do$wiadczeniu metodg powolnego mieszania.

Ekstrakcja i analiza prébek

23. Do oznaczenia substancji badanej nalezy uzy¢ zwalidowanej metody analitycznej. Wykonujacy badanie musza
wykazaé, ze stezenia w 1-oktanolu nasyconym wodg oraz w fazie wodnej nasyconej 1-oktanolem podczas
doswiadczenia przekraczaja granice oznaczalnosci w stosowanych metodach analitycznych. W przypadkach,
w ktérych potrzebne sa metody ekstrakcji, przed do$wiadczeniem trzeba ustali¢ odzysk analityczny substancji
badanej z fazy wodnej i 1-oktanolu. Sygnaly analityczne nalezy skorygowac o $lepg prébe i dopilnowaé, aby nie
bylo mozliwe przeniesienie analitu z jednej probki do innej.

24. Przed analiza moze by¢ potrzebna ekstrakcja fazy wodnej za pomocy rozpuszczalnika organicznego oraz
wstepne zatezanie ekstraktu w zwigzku z do$¢ niskimi stezeniami hydrofobowych substancji badanych
w fazie wodnej. Z tego samego powodu konieczne jest zmniejszenie stezenn dla ewentualnych Slepych préb.
W tym celu trzeba stosowaé rozpuszczalniki o wysokiej czysto$ci, najlepiej rozpuszczalniki do analizy pozos-
talosci. W uniknieciu zanieczyszczen krzyzowych moze ponadto pomdc uzywanie starannie wyczyszczonego
sprzetu szklanego (np. mytego w rozpuszczalniku lub wypalanego w podwyzszonej temperaturze).

25. Oszacowanie log Poy mozna uzyskac z programu stuzgcego do szacowania lub na podstawie specjalistycznej
wiedzy. Jezeli oszacowana warto$¢ przekracza 6, nalezy blizej przyjrze¢ si¢ korektom o Slepg probe oraz
przenoszeniu analitu. W przypadku gdy oszacowana warto$¢ log Py jest wigksza od 6, obowiazkowe jest
réwniez zastosowanie wzorca zastepczego do okreslenia korekty o odzysk, tak aby mozna bylo uzyskaé wysoki
wspdlczynnik zatezenia wstgpnego. W handlu dostgpnych jest szereg programéw komputerowych stuzacych do
szacowania log Py (1) np. Clog P (16), KOWWIN (17), ProLogP (18) czy ACD log P (19). Opis metod
szacowania mozna znaleZzé w pozycjach literaturowych (20-22).

(") Informacje te podano tylko dla wygody uzytkownikéw. Mozna korzysta z innych, réwnowaznych programéw komputerowych, jezeli
da si¢ wykaza, ze wyniki obliczen sg takie same.
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26. Granice oznaczalnodci (LOQ) dla oznaczania substancji badanej w 1-oktanolu i w wodzie ustali¢ zatwierdzonymi
metodami. Zasadniczo za granice oznaczalnosci danej metody mozna przyjaé takie stezenie w wodzie lub
1-oktanolu, dla ktérego stosunek sygnatu do szumu wynosi 10. Nalezy wybraé odpowiednia metode ekstrakcji
i zatgzania wstepnego, a takze okresli¢ odzysk analityczny. Aby otrzymal sygnat o odpowiedniej mocy, przy
oznaczaniu analitycznym wybiera si¢ odpowiedni wspdtczynnik zatezania wstgpnego.

27. Na podstawie parametréw metody analitycznej i oczekiwanych stezeri wyznaczy¢ przyblizona wielkos¢ probki
potrzebnej do dokladnego oznaczenia stgzenia zwigzku. Nalezy unikaé uzywania prébek fazy wodnej zbyt
malych, aby uzyska¢ wystarczajacy sygnal analityczny. Nie nalezy réwniez stosowaé nadmiernie duzych probek
fazy wodnej, poniewaz mogloby pozostaé zbyt malo wody, aby przeprowadzi¢ wymagang minimalng liczbe
analiz (n = 5). W dodatku 1 minimalna obj¢to$¢ prébki podana jest jako funkcja objetosci naczynia, granicy
wykrywalnosci substancji badanej i jej rozpuszczalnosci.

28. llosciowego oznaczenia substancji badanych dokonuje si¢ poprzez poréwnanie z krzywymi kalibracyjnymi dla
odpowiedniego zwigzku chemicznego. Wartosci stezenl w analizowanych probkach musza miesci¢ si¢ pomiedzy
warto$ciami stezel Wzorcow.

29. W przypadku substancji badanych o szacowanej wartosci log Poy, przekraczajacej 6 przed ekstrakcjg nalezy
doda¢ do probki fazy wodnej wzorzec zastepczy w celu rejestracji strat zachodzgcych podczas ekstrakeji
i wstepnego zatezania prébek fazy wodnej. Dla dokladnego obliczenia korekty o odzysk wzorce zastepcze
musza mie¢ wlasciwosci bardzo zblizone do substancji badanej lub z nig identyczne. Do tego celu najlepiej
jest uzy¢ analogéw danej substancji (trwale) znakowanych izotopowo (np. deuterowanych w maksymaln?rm
stopniu lub znakowanych 3C). Jezeli nie jest mozliwe zastosowanie znakowanych izotopéw trwalych, tj. 13C
lub 2H, nalezy za pomocg wiarygodnych danych literaturowych wykazaé, ze whsciwosci fizykochemiczne
substancji zastgpczej s3 bardzo bliskie wlasciwoSciom substancji badanej. Przy ekstrakeji ciecz-ciecz z fazy
wodnej moga powstawa¢ emulsje. Mozna to ograniczy¢ poprzez dodanie soli i pozostawienie emulsji na noc,
aby osiadla. Metody ekstrakcji i wstepnego zatgzania probek trzeba podaé w sprawozdaniu.

30. Probki pobrane z fazy 1-oktanolu mozna w razie potrzeby rozcieficzy¢ odpowiednim rozpuszczalnikiem przed
analizg. Ponadto zaleca si¢ uzycie wzorca zastgpczego do obliczenia korekty o odzysk w przypadku substancji,
dla ktérych wyniki doswiadczen z odzyskiem wykazaly duza zmienno$¢ (wzgledne odchylenie standardowe
>10 %).

31. Szczegbly metody analitycznej trzeba zamiesci¢ w sprawozdaniu. Obejmuje to metodg ekstrakcji, wspdlczynniki
wstepnego zatezania i rozcieficzania, parametry przyrzadow, procedure kalibracji, zakres kalibracji, odzysk
analityczny substancji badanej z wody, dodawanie wzorcéw zastepczych w celu obliczenia korekty o odzysk,
wartoéci Slepych prob, granice wykrywalnosci i granice oznaczalnosci.

Wykonanie badania
Optymalny stosunek objetosci 1-oktanol/woda

32. Przy dobieraniu odpowiednich objetosci wody i 1-oktanolu nalezy uwzgledni¢ LOQ w 1-oktanolu i wodzie,
wspolezynniki zatezania wstepnego stosowane do prébek wody, objetosci probek pobranych z fazy 1-oktanolu
i wody oraz oczekiwane stezenia. Dla ulatwienia do§wiadczenia nalezy wybrad taka objeto$¢ 1-oktanolu w ukla-
dzie powolnego mieszania, aby warstwa 1-oktanolu miala grubo$¢ wystarczajaca (> 0,5 cm) do pobierania
probek z fazy 1-oktanolu bez jej naruszania.

33. Typowe objetosci faz stosowane przy oznaczaniu zwigzkéw o log Poy réwnych 4,5 i wiecej to 20-50 ml
1-oktanolu i 950-980 ml wody w naczyniu jednolitrowym.

Warunki badania

34. W trakcie badania za pomocg termostatu ustali¢ temperatur¢ w naczyniu reakcyjnym tak, aby ograniczy¢
wahania temperatury do wartosci ponizej 1 °C. Oznaczenie nalezy przeprowadzi¢ w temperaturze 25 °C.

35. Uktad doswiadczalny nalezy chroni¢ przed $wiattem stonecznym poprzez przeprowadzanie do$wiadczenia
w ciemnym pomieszczeniu albo przykrycie naczynia reakcyjnego folig aluminiows.

36. Doswiadczenie nalezy przeprowadzaé w Srodowisku wolnym od pytu (w jak najwigkszym stopniu).

37. Uktad 1-oktanol-woda miesza¢ az do osiggniecia stanu rownowagi. W dos$wiadczeniu pilotazowym ocenia si¢
dlugo§¢ okresu ustalania stanu réwnowagi poprzez przeprowadzenie do$wiadczenia metoda powolnego
mieszania i okresowe pobieranie probek wody oraz 1-oktanolu. Prébki nalezy pobieraé nie czgSciej niz co
pie¢ godzin.

38. Kazda procedura wyznaczania Py musi obejmowaé co najmniej trzy niezalezne do§wiadczenia metoda powol-
nego mieszania.
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Wyznaczanie czasu ustalania stanu réwnowagi

. Przyjmuje si¢, ze stan réwnowagi jest ustalony wtedy, gdy krzywa regresji stosunku stezefi w 1-oktanolu/wodzie
wzgledem czasu przez cztery punkty czasowe ma nachylenie nier6znigce si¢ znacznie od zera przy granicznym
poziomie istotnosci réwnym 0,05. Minimalny czas ustalania rwnowagi przed rozpoczgciem pobierania probek
to jeden dzien. Z reguly pobieranie prébek substancji o szacowanej wartosci log Pny mniejszej niz 5 mozna
przeprowadzi¢ na drugi i trzeci dzief. W przypadku zwiazkow bardziej hydrofobowych moze zajs¢ koniecznosé
wydluzenia czasu ustalania rownowagi. Dla zwigzku o log Poyw = 8,23 (dekachlorobifenyl) do ustalenia stanu
rownowagi wystarczyly 144 godziny. Stan réwnowagi ocenia si¢ poprzez powtarzanie pobierania probek
z pojedynczego naczynia.

Rozpoczynanie doswiadczenia

. Na poczatku do$wiadczenia napetni¢ naczynie reakcyjne wodg nasycong 1-oktanolem. Nalezy pozostawi¢ uktad
na czas wystarczajacy do osiggnigcia temperatury ustalonej za pomoca termostatu.

. Do naczynia reakcyjnego ostroznie dodaé pozadang ilo$¢ substancji badanej (rozpuszczona w wymaganej ilosci
1-oktanolu nasyconego woda). Jest to kluczowy etap doswiadczenia, poniewaz konieczne jest uniknigcie gwat-
townego zmieszania obu faz. W tym celu faze¢ 1-oktanolowa mozna powoli podawal pipeta na $cianke
naczynia, blisko powierzchni wody. Roztwér splynie wzdtuz szklanej Scianki i utworzy film na powierzchni
fazy wodnej. Nalezy zawsze unika¢ wlewania 1-oktanolu bezposrednio do naczynia — krople 1-oktanolu nie
powinny wpada¢ bezposrednio do wody.

. Po rozpoczeciu mieszania jego predkos$¢ nalezy powoli zwigkszal. Jezeli nie da si¢ odpowiednio wyregulowacé
silnikéw mieszadla, nalezy rozwazy¢ zastosowanie transformatora. Predko$¢ mieszania nalezy wyregulowaé tak,
aby powstal wir na styku wody i 1-oktanolu, o glebokosci od 0,5 do maksymalnie 2,5 cm. Predko$¢ mieszania
nalezy zmniejszy¢, jesli grubo$¢ wiru przekroczy 2,5 cm; w przeciwnym razie z kropelek 1-oktanolu w fazie
wodnej mogg powsta¢ mikrokropelki, co moze spowodowal przeszacowanie stezenia substancji badanej
w wodzie. Maksymalng predko$¢ mieszania powodujacg powstanie 2,5 cm wiru zaleca si¢ na podstawie
wynikéw migdzylaboratoryjnego badania walidacyjnego (5). Jest to kompromis pomiedzy szybkim ustalaniem
réwnowagi a zapobieganiem tworzeniu mikrokropelek 1-oktanolu.

Pobieranie i przygotowywanie prébek

. Przed pobieraniem probek mieszadlo nalezy wylaczy¢ i pozostawi¢ uklad, az plyny znieruchomieja. Po ukon-
czeniu pobierania prébek uruchomi¢ mieszadlo ponownie na wolnych obrotach, jak opisano powyzej, i stop-
niowo zwigksza si¢ predko$¢ mieszania.

. Probke fazy wodnej pobiera si¢ przez zawér znajdujacy si¢ w dolnej czesci naczynia reakcyjnego. Nalezy zawsze
odrzucaé objgto§¢ martwa wody znajdujaca si¢ w kranach (dla naczynia przedstawionego w dodatku 2 jest to
okolo 5 ml). Woda w kranach nie ulega mieszaniu, a zatem nie znajduje si¢ w réwnowadze z calym ukladem.
Nalezy odnotowaé objeto$¢ probek wody i upewnic sig, Ze przy ustalaniu bilansu masy wzigto pod uwage ilo§¢
substancji badanej obecnej w odrzuconej wodzie. Nalezy minimalizowa¢ straty zwigzane z parowaniem poprzez
umozliwienie spokojnego przeplywu wody do rozdzielacza, tak aby warstwa styku wody/1-oktanolu pozostala
nienaruszona.

. Prébki fazy 1-oktanolu uzyskuje si¢ poprzez pobranie malej podwielokrotnej czesci (ok. 100 pl) z warstwy
1-oktanolu za pomocg strzykawki o objeto$ci 100 mikrolitrow wykonanej wylacznie ze szkla i metalu. Nalezy
uwazaé, aby nie naruszy¢ warstwy styku rozpuszczalnikow. Objeto$¢ pobranej cieczy jest zapisywana. Wystarczy
mala podwielokrotno$¢, poniewaz prébka fazy 1-oktanolu bedzie rozcieficzana.

. Nalezy unika¢ zbednych etapoéw polegajacych na przenoszeniu probki. W tym celu objetos¢ prébki nalezy
wyznaczy¢ grawimetrycznie. W przypadku probek fazy wodnej mozna to uzyskaé poprzez pobieranie probki
roztworu do rozdzielacza, ktéry zawiera juz potrzebna objeto$¢ rozpuszczalnika.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

. Zgodnie z niniejszag metodg badawcza Poy wyznacza sig, wykonujac trzy doswiadczenia metodg powolnego
mieszania (w trzech jednostkach doswiadczalnych) dla badanego zwigzku, w identycznych warunkach. Analiza
metodg regresji zastosowana do wykazania, Ze osiggniety zostal stan réwnowagi, powinna by¢ oparta na
wynikach co najmniej czterech oznaczeni Co/Cyy W nastepujacych po sobie punktach czasowych. Umozliwia
to obliczenie wariangji jako miary niepewnosci wartosci Sredniej otrzymanej przez kazda jednostke doswiad-
czalng.

. Pow mozna okresli¢ przez wariancje danych otrzymanych dla kazdej jednostki doswiadczalnej. Informacje te
wykorzystuje si¢ do obliczenia Pgy jako Sredniej wazonej z wynikéw poszczegblnych jednostek do$wiadczal-
nych. Waga jest odwrotno$¢ wariancji wynikoéw dla jednostek doswiadczalnych. W efekcie dane, dla ktérych
zmienno$¢ (wyrazana jako wariancja) jest duza, a zatem majgce mniejsza wiarygodnos§¢, wplywaja na wynik
w mniejszym stopniu niz dane, dla ktérych wariancja jest mata.
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49. Analogicznie oblicza si¢ wazone odchylenie standardowe. Jest ono miarg powtarzalnoci pomiaréw Pgy,. Niska
warto$¢ wazonego odchylenia standardowego wskazuje na to, ze wyznaczenie Py, w ramach jednego labora-
torium dawato bardzo powtarzalne wyniki. Formalne opracowanie statystyczne danych przedstawiono w skrocie
ponizej.

Opracowanie wynikéw
Wykazanie, ze stan réwnowagi zostat osiggnigty

50. Dla kazdego pobierania prébek oblicza si¢ logarytm stosunku stezen substancji badanej w 1-oktanolu i w
wodzie (log (Cp/Cy)). Osiagnigcie réwnowagi chemicznej wykazuje si¢ za pomocag wykresu tego stosunku
wzgledem czasu. Plateau pojawiajace si¢ na tym wykresie dla co najmniej czterech kolejnych punktéw czaso-
wych wskazuje na osiagniecie rownowagi oraz na rzeczywiste rozpuszczenie zwigzku w 1-oktanolu. W razie
jego braku badanie trzeba kontynuowal az do momentu, gdy nachylenie dla czterech kolejnych punktow

czasowych nie bedzie znaczaco rézne od zera przy granicznym poziomie istotnodci réwnym
0,05, co wskazuje na niezalezno$¢ log C,/C,, od czasu.

Obliczanie log Py

51. Warto$¢ log Poy; dla jednostki do§wiadczalnej oblicza si¢ jako $rednig wazong log C,[C,, dla tej czesci krzywej
log C,/C,, wzgledem czasu, dla ktérej wykazano osiagnigcie stanu réwnowagi. Srednia wazong oblicza si¢
poprzez stosowanie do danych wag bedacych odwrotnoscia wariancji, tak aby wplyw na wynik koricowy byt
odwrotnie proporcjonalny do niepewnosci danych.

Wartos¢ Srednia log Py

52. Warto$¢ $rednia log Py dla réznych jednostek doswiadczalnych oblicza si¢ jako $rednia wynikéw dla poszcze-
gblnych jednostek doswiadczalnych wazona ich odpowiednimi wariancjami.

Obliczenie wykonuje si¢ w nastgpujacy sposob:

log Pow,ay = (Sw; x log Poy,) x (Sw)™
gdzie:
log Poy,; = wartos¢ log Poy dla jednostki doswiadczalnej,

log Pow s, = Srednia wazona wartosci dla poszczegélnych oznaczen log Poy,

Wi = waga statystyczna przypisana wartosci log Poy dla jednostki doswiadczalnej i.
Odwrotno§¢ wariancji log Poy,; wystepuje jako w; (w; = var (log Pow,)™).

53. Blad S$redniej log Py szacowany jest jako powtarzalno$¢ log C,[/C, wyznaczanych w fazie réwnowagi
w poszczegblnych jednostkach doswiadczalnych. Wyrazany jest jako wazone odchylenie standardowe log Pqyy 4,

(10 Pow,av): ktére z kolei jest miarg bledu zwigzanego z log Pgyy 4, Wazone odchylenie standardowe mozna
obliczy¢ z wariancji wazonej (varjog pow,ay) W nastepujacy sposéb:

Vallog pow,ay = (SWj X (log Poy,; — log pOW,Av)2) x (Sw; x (n — 1)

— 0,5
0-log Pow,Av (Varlog POW,AV)
Symbol n oznacza liczbe jednostek do$wiadczalnych.

Sprawozdanie z badania

54. Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ nastepujace informacje:
Substancja badana

— nazwa zwyczajowa, nazwa chemiczna, numer CAS, wzor strukturalny (z zaznaczeniem miejsca znakowania,
jezeli uzywa si¢ substancji znakowanej izotopowo) oraz istotne wlasciwosci fizykochemiczne (zob. pkt 17),

— stopien czystosci substancji badanej (zanieczyszczenia),

— czysto$¢ radiochemiczna dla znakowanych substancji chemicznych i aktywno$¢ molowa (w stosownych

przypadkach),

— wstepne oszacowanie log P, oraz metoda zastosowana do wyprowadzenia tej wartosci.
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Warunki badania

— daty wykonywania badan,

— temperatura podczas do$wiadczenia,

— objetosci 1-oktanolu i wody na poczatku badania,

— objetosci pobranych prébek 1-oktanolu i wody,

— objetosci 1-oktanolu i wody pozostale w naczyniach uzywanych do badania,

— opis naczyn uzywanych do badania i zastosowanych warunkéw mieszania (geometria mieszadla i naczynia
uzywanego do badania, wysoko$¢ wiru w mm oraz, jezeli jest znana, predko$¢ mieszania),

— metody analityczne wykorzystane do oznaczenia substancji badanej oraz granice oznaczalnoéci danych
metod,

— czasy pobierania prébek,

— pH fazy wodnej i zastosowane substancje buforowe w przypadku regulowania pH w celu badania czasteczek
podatnych na dysocjacjg,

— liczba powtérzen.

Wyniki

— powtarzalno$¢ i czulos¢ zastosowanych metod analitycznych,

— oznaczone stezenia substancji badanej w 1-oktanolu i w wodzie w funkcji czasu,

— wykazanie bilansu masy,

— temperatura oraz odchylenie standardowe zakresu temperatur podczas doswiadczenia,
— regresja stosunku stezen wzgledem czasu,

— $rednia warto$¢ log Py, 4, 1 jej blad standardowy,

— omowienie i interpretacja wynikow,

— przyklady surowych danych liczbowych z reprezentatywnej analizy (wszystkie surowe dane musza by(
przechowywane zgodnie ze standardami DPL), w tym odzysk substancji zastgpczych oraz liczba pozioméw
zastosowanych w kalibracji (wraz z kryteriami dla wspélczynnika korelacji krzywej kalibracyjnej) oraz wyniki
zapewniania jakosci/kontroli jakosci (QA/QC),

— jesli jest dostgpne: sprawozdanie z walidacji procedury oznaczania (wskazane wéréd odno$nikéw literaturo-
wych).
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Dodatek 1

Arkusz kalkulacyjny do obliczania minimalnych objetosci wody wymaganych dla wykrywania substancji
badanych o réznych warto$ciach LOG Pgyw W fazie wodnej

Zatozenia:

— Maksymalna objeto$¢ poszczegblnych podwielokrotnych czgsci = 10 % objetosci calkowitej; 5 podwiclokrotnych
czgsci = 50 % objgtosci catkowitej.

— Stezenie substancji badanych = 0,7 x rozpuszczalno$¢ w obu fazach. W przypadku nizszych stezen wymagane s3
wicksze objetosci.

— Objetos¢ do wyznaczania LOD = 100 ml.

— Relagje log Py, vs. log S, oraz log P., vs. SR (Sy/Sy) W uzasadnionym zakresie odzwierciedlaja zwiazki dla
substancji badanych.

Oszacowanie S,

log Py, Réwnanie log S, S, (mgl)
4 (0,922 x log Py, + 4,184 0,496 3,133E+00
45 (0,922 x log Py, + 4,184 0,035 1,084E+00
5 (90,922 x log Py, + 4,184 -0,426 3,750E-01
5,5 (90,922 x log Py, + 4,184 -0,887 1,297E-01
6 (90,922 x log Py, + 4,184 -1,348 4,487E-02
6,5 (10,922 x log Py, + 4,184 -1,809 1,552E-02
7 (10,922 x log Py, + 4,184 -2,270 5,370E-03
7.5 (90,922 x log Py, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (90,922 x log Py, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Oszacowanie S,

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

Masa catkowita substangji
badanej Masa gy anolu/Masa,

(mg)

i MasaHZO St‘?Z'H2O Masaokranolu St‘?ioktanolu
wody (mg) (mg/h (mg) (mg/)

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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Masa call;?g;t;ejsubStancji MastgqanoMaSayoq, Masay;;o Stezyr0 Masagpanoty | St€Zokianolu
(mg) (mg) (mgl) (mg) (mgf)
1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 526316 0,0110 0,0116 5790 115 807
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9486 5263158 0,0018 0,0019 9 486 189713
Obliczanie objgtosci
Minimalna objeto$¢ wymagana dla fazy H,O przy kazdym st¢zeniu LOD
log Koy, LOD (mikrogram/l)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 573 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34950
7 8,64 86,35 864 8635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Objetos¢ zastosowana 0,1
dla LOD ()
Legenda do obliczert
Stanowi < 10 % calkowitej objetosci fazy wodnej, naczynie do ustalania réwnowagi o objetosci 1 litra.
Stanowi < 10 % calkowitej objetosci fazy wodnej, naczynie do ustalania réwnowagi o objetosci 2 litrow.
Stanowi < 10 % calkowitej objetosci fazy wodnej, naczynie do ustalania réwnowagi o objetosci 5 litrow.
Stanowi < 10 % calkowitej objetosci fazy wodnej, naczynie do ustalania réwnowagi o objetosci 10 litréw.
Przekracza 10 % nawet dla 10-litrowego naczynia do ustalania réwnowagi.
Przeglad wymaganych objetosci jako funkcji rozpuszczalnodci w wodzie i log Pow
Minimalna objeto§¢ wymagana dla fazy H,O przy kazdym stezeniu LOD (ml)
log P, S, (mg/l) | LOD (mikrogram/ly— | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86
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log P, S, (mg/l) | LOD (mikrogram/l)— | 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4,5 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2 033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 4,35 43,45 434,51 4 345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1 856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 7,43 74,27 742,72 7 427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 2 539,18 25 391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21 702,46
0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50
0,003 15,46 154,58 1 545,77 15 457,70 154 577,01
0,0015 23,19 231,87 2 318,66 23 186,55 231 865,51
0,001 46,37 463,73 4637,31 46 373,10 463 731,03
7,5 0,002 19,82 198,18 1981,77 19 817,73 198 177,33
0,001 39,64 396,35 3963,55 39 635,47 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 7 927,09 79 270,93 792 709,32
0,00025 158,54 | 1 585,42 | 15 854,19 158 541,86 1585 418,63
8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72
0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44
0,00025 135,51 | 1355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 271 014,18 2710 141,77
Objetos¢  zastosowana dla 0,1

LOD ()
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Przyklad naczynia z plaszczem szklanym do wyznaczania Pyy metoda powolnego mieszania

war OEE

3) rozdzial B.2 otrzymuje brzmienie:

,B.2. OSTRA TOKSYCZNOSC INHALACY)NA

WSTEP

Niniejsza metoda badawcza jest rOwnowazna metodzie opisanej w dotyczacej badafi wytycznej OECD nr 403
(OECD TG 403) (2009) (1). Dotyczaca badan ostrej toksycznodci inhalacyjnej wytyczna nr 403 (TG 403)
przyjeto po raz pierwszy w 1981 r. Niniejsza zmieniona metoda badawcza B.2 (réwnowazna zmienionej
wytycznej TG 403) zostala zaprojektowana jako bardziej elastyczna i majaca na celu zmniejszenie wykorzystania
zwierzat oraz zaspokojenie potrzeb regulacyjnych. W ramach zmienionej metody badawczej przewidziano dwa
rodzaje badan: tradycyjny protokét LCsy oraz protokét »stezenie x czase (C x t). Podstawowe cechy niniejszej
metody badawczej to mozliwo$¢ uzyskania zaleznosci stezenie-odpowiedZ, od efektéw nieletalnych po letalne,
w celu wyprowadzenia mediany stezenia $miertelnego (LCs), steZenia progowego niepowodujacego przypadkow
$miertelnych (np. LCO1) czy nachylenia krzywej, jak réwniez w celu okreslenia potencjalnej podatnosci ze
wzgledu na plec. Protokdt C x t powinno si¢ stosowaé wtedy, gdy istnieje szczegdlna, wynikajaca z regulacji
lub powodéw naukowych potrzeba przeprowadzenia badan na zwierzgtach z zastosowaniem wielu okreséw
trwania narazenia, np. do celow planowania dzialan w sytuacjach wyjatkowych [przykladowo do wyliczenia
wartoéci dla wytycznych w sprawie poziomdéw narazenia ostrego (Acute Exposure Guideline Levels — AEGL),
wytycznych w sprawie planowania dziatan w sytuacjach wyjatkowych (Emergency Response Planning Guidelines
— ERPG) badZ pozioméw progowych dla narazenia ostrego (Acute Exposure Threshold Levels — AETL)], czy tez
do celéw zagospodarowania przestrzennego.

Wytyczne w sprawie przeprowadzania badan niniejsza metodg badawczg oraz interpretacji ich wynikéw mozna
znalez¢ w wytycznych dotyczacych ostrej toksycznosci inhalacyjnej (Guidance Document on Acute Inhalation
Toxicity Testing) (GD 39) (2).

Definicje stosowane w kontekscie niniejszej metody badawczej znajduja si¢ na kofcu tego rozdzialu i w GD
39 (2).

Niniejsza metoda badawcza umozliwia scharakteryzowanie badanej substancji chemicznej oraz iloSciowa oceng
ryzyka, jak rowniez pozwala na ocen¢ i klasyfikacje badanych substancji chemicznych zgodnie z rozporzadze-
niem (WE) nr 1272/2008 (3). W dokumencie GD 39 (2) znajduja si¢ wytyczne dotyczace wyboru odpowiedniej
metody badawczej dla badania toksycznosci ostrej. W przypadku gdy potrzebne sa tylko informacje dotyczace
klasyfikacji i oznakowania, zasadniczo zalecany jest rozdzial B.52 niniejszego zalacznika (4) [zob. GD 39 [2]).
Niniejsza metoda badawcza B.2 nie jest przeznaczona konkretnie do badania materialéw specjalnych, takich jak
stabo rozpuszczalne materialy izometryczne lub widkniste czy tez wytworzone nanomaterialy.
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ZALOZENIA WSTEPNE

5. Aby zminimalizowa¢ wykorzystanie zwierzat, przed rozwazeniem wykonania badai wedlug niniejszej metody
badawczej laboratorium przeprowadzajace badanie powinno wziaé pod uwage wszystkie dostgpne informacje na
temat badanej substancji chemicznej, w tym wyniki istniejacych badan (np. wykonanych metoda B.52 opisana
w niniejszym zalaczniku (4)), dzigki ktérym mozna byloby uniknagé wykonywania dodatkowych badan. Infor-
magcje, ktore mogg by¢ pomocne w doborze najbardziej odpowiedniego gatunku, szczepu, pici i sposobu
narazenia oraz odpowiednich st¢zent do badania obejmuja nazwe, strukture chemiczng i whasciwosci fizykoche-
miczne badanej substancji chemicznej; wyniki wszelkich badari toksycznosci in vitro lub in vivo; spodziewane
zastosowania i potencjalne narazenie ludzi; dostepne dane dotyczace (Q)SAR oraz dane toksykologiczne na
temat strukturalnie powigzanych zwigzkéw [zob. GD 39 (2)].

6. Nalezy w zakresie, w jakim jest to mozliwe, unika¢ badania zracych lub draznigcych substancji chemicznych
w stezeniach, ktore mogg powodowac silny bol lub stres. Potencjalne dziatanie Zrgce/drazniace nalezy oceni¢ na
podstawie specjalistycznej wiedzy, wykorzystujac dowody, takie jak do$wiadczenia z badan na ludziach i zwie-
rzetach (np. z uzyciem dawki powtarzanej w stezeniach, w ktérych dana substancja nie jest Zraca/nie powoduje
podraznienia), istniejacych danych in vitro (np. uzyskanych metodami z rozdziatéw B.40 (5), B.40bis (6) niniej-
szego zalgcznika lub z wytycznej OECD TG 435 (7)), wartosci pH, informacji dotyczgcych podobnych substancji
lub wszelkich innych odno$nych danych, tak aby zbada¢ mozliwos¢ rezygnacji z dalszych badan. Dla zaspo-
kojenia szczeg6lnych potrzeb regulacyjnych (np. do celéw planowania dzialan w sytuacjach wyjatkowych)
mozna uzy¢ niniejszej metody badawczej przy poddawaniu zwierzgt dzialaniu tych materiatéw, poniewaz
daje to kierownikowi badania badz gléwnemu badaczowi kontrole nad wyborem stezenn docelowych. Stezenia
te nie powinny jednak mie¢ dzialania podrazniajacego/zracego, ale powinny by¢ wystarczajace do przedtuzenia
krzywej stezenie-odpowiedz do poziomu, przy ktérym zostanie osiggnigty cel regulacyjny i naukowy danego
badania. Stezenia nalezy dobiera¢ indywidualnie w kazdym przypadku, a wybér uzasadniaé [zob. GD 39 (2)].

ZASADA BADANIA

7. Niniejsza zmieniona metoda badawcza B.2 zostala zaprojektowana w celu uzyskania wystarczajacych informacji
na temat ostrej toksycznosci badanej substancji chemicznej w celu umozliwienia jej klasyfikacji i otrzymania
danych dotyczacych $miertelnosci (np. LCsy, LCy; i nachylenia) dla jednej lub obu plci, potrzebnych do
ilosciowych ocen ryzyka. Niniejsza metoda badawcza obejmuje dwie metody. Pierwsza z nich to protokét
tradycyjny, w ktérym grupy zwierzat narazane s na dzialanie stezenia granicznego (badanie graniczne) lub
szeregu stezen w procedurze sekwencyjnej przez okreslony z gory czas, zazwyczaj 4 godziny. Dla poszczegol-
nych celéw regulacyjnych mogag obowigzywal inne czasy trwania narazenia. Druga metoda to protokét (C x t),
w ramach ktérego grupy zwierzat naraza si¢ na dzialanie jednego stezenia (stgzenia granicznego) lub szeregu
réznych stezel przez rézny czas.

8. Zwierzgta w stanie agonalnym lub zwierzgta wykazujace oczywiste oznaki bélu czy oznaki ostrego i przewle-
klego stresu powinny zosta¢ u$miercone w humanitarny sposéb i uwzglednione w interpretacji wynikéw badan
w ten sam sposéb, co zwierzeta padle w trakcie badania. Kryteria podejmowania decyzji co do u$miercenia
zwierzat w stanie agonalnym lub cierpiacych silny bél oraz wytyczne dotyczace rozpoznawania prognozowa-
nego lub nieuchronnie zblizajacego si¢ zgonu s3 zawarte w dotyczacych humanitarnego punktu koncowego
wytycznych OECD nr 19 (8).

OPIS METODY
Wybér gatunku zwierzat

9. Zaleca si¢ uzycie zdrowych, mlodych, dorostych zwierzat pochodzacych ze szczepéw powszechnie wykorzy-
stywanych w laboratorium. Preferowanym gatunkiem jest szczur, a w przypadku wykorzystania innego gatunku
nalezy poda¢ uzasadnienie.

Przygotowanie zwierzat

10. Samice powinny by¢ nierédkami i nie mogg by¢ w ciazy. W dniu narazenia zwierzeta powinny by¢ mlodymi
dorostymi osobnikami w wieku 8-12 tygodni, a ich masa ciata powinna miesci¢ si¢ w zakresie + 20 % Sredniej
masy dla kazdej plci zwierzat w tym samym wieku poddanych uprzednio narazeniu. Zwierzgta wybiera sig
losowo i oznacza w spos6b umozliwiajacy identyfikacje poszczegdlnych osobnikéw. Zwierzeta przetrzymuje sig
w klatkach przez co najmniej pig¢ dni przed rozpoczeciem badania, aby umozliwi¢ ich aklimatyzacje do
warunkéw laboratoryjnych. Zwierzgta powinny réwniez by¢ przyzwyczajane do przyrzadéw uzywanych
w badaniu przez krotki okres przed badaniem, poniewaz zmniejszy to ich stres spowodowany wprowadzeniem
do nowego $rodowiska.

Hodowla zwierzat

11. Temperatura w pomieszczeniach, w ktérych przebywaja zwierzeta do§wiadczalne, powinna wynosi¢ 22 + 3 °C.
Najlepiej byloby, gdyby wilgotnos¢ wzgledna byla utrzymywana w przedziale 30-70 %, chociaz moze to by¢
niemozliwe w przypadku stosowania wody jako no$nika. Przed narazeniem i po nim zwierzgta powinny
zasadniczo by¢ trzymane w klatkach w grupach podzielonych ze wzgledu na ple¢ i badane stezenie, ale liczba
zwierzat w klatce nie powinna zaklécaé mozliwosci obserwacji kazdego zwierzgcia i powinna by¢ taka, aby
zminimalizowal straty spowodowane kanibalizmem i walkami. Jezeli zwierzgta maja by¢ poddane narazeniu
tylko przez nos, konieczne moze by¢ przyzwyczajenie ich do rur unieruchamiajacych. Rury unieruchamiajace nie
powinny powodowa¢ nadmiernego stresu fizycznego i termicznego dla zwierzat ani stresu spowodowanego
unieruchomieniem. Unieruchomienie moze mie¢ wplyw na fizjologiczne punkty koncowe, takie jak temperatura
ciata (hipertermia) lub minutowa pojemno$¢ oddechowa. Jezeli dostgpne sa dane ogdlne, na podstawie ktérych
mozna wykazaé, ze takie zmiany nie wystgpuja w znaczacym stopniu, uprzednia adaptacja do rur unierucha-
miajacych nie jest konieczna. Zwierzgta, ktorych cala powierzchnia ciala jest narazana na dzialanie aerozolu,
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w trakcie narazenia powinny by¢ trzymane oddzielnie, aby zapobiec filtrowaniu badanego aerozolu przez futro
innych zwierzat w tej samej klatce. Mozna stosowal pasze konwencjonalne oraz certyfikowane pasze labora-
toryjne, z wyjatkiem okreséw poddawania narazeniu, nalezy takze zapewni¢ nieograniczony dostep do wody
pitnej z instalacji wodociagowej. Oswietlenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 godzin $wiatla, 12 godzin
ciemnosci.

Komory inhalacyjne

12. Przy wyborze komory inhalacyjnej nalezy wzigé pod uwage charakter badanej substancji chemicznej i cel
badania. Preferowang droga narazenia jest narazenie tylko przez nos (pojecie to obejmuje narazenie tylko glowy,
narazenie tylko przez nos lub narazenie tylko pyska). Narazenie tylko przez nos jest na ogdl preferowane
w badaniach aerozoli ciektych lub stalych oraz par, ktére mogg skraplac sig, tworzac aerozole. Narazenie calego
ciala moze bardziej sprzyja¢ osiagnieciu szczegblnych celow badania, taki wybér nalezy jednak uzasadnié
w sprawozdaniu z badania. Aby zagwarantowac stabilnos¢ atmosfery przy zastosowaniu komory do poddawania
narazeniu calego ciala, taczna objetos¢ badanych zwierzat nie powinna przekracza¢ 5 % objetosci komory.
Zasady technik narazenia tylko przez nos oraz przez powierzchni¢ calego ciala oraz ich szczegdlne zalety
i wady oméwiono w GD 39 (2).

WARUNKI NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANC]I
Stosowanie stezef

13. Narazenie tylko przez nos w przypadku szczuréw moze trwaé do 6 godzin. Jezeli narazeniu tylko przez nos
poddaje si¢ myszy, czas narazenia nie powinien zasadniczo przekraczaé 4 godzin. Jezeli potrzebne sg badania
z dluzszym czasem trwania narazenia, nalezy poda¢ uzasadnienie [zob. GD 39 (2)]. Zwierzgta poddane dziataniu
aerozoli w komorach do poddawania narazeniu calego ciala nalezy przetrzymywac pojedynczo, aby zapobiec
polykaniu badanej substancji chemicznej przy wylizywaniu innych zwierzat znajdujacych si¢ w tej samej klatce.
W okresie narazenia na dzialanie substancji nalezy wstrzymac podawanie paszy. Podczas poddawania narazeniu
calego ciala mozna zapewni¢ dostep do wody.

14. Zwierzgta s3 poddawane narazaniu na dzialanie badanej substancji chemicznej w postaci gazu, pary, aerozolu
lub mieszaniny tych postaci. Stan fizyczny, ktéry ma by¢ przedmiotem badania, zalezy od wilasciwosci fizyko-
chemicznych badanej substancji chemicznej, wybranego stezenia lub formy fizycznej, ktéra najprawdopodobniej
bedzie wystepowaé podczas postgpowania z badang substancjg chemiczng i jej stosowania. Substancje
chemiczne o charakterze higroskopijnym oraz chemicznie reaktywne nalezy badaé w suchej atmosferze. Nalezy
zachowal ostrozno$¢, aby unikna¢ osiagnigcia stezenia wybuchowego.

Rozklad wielkosci czastek

15. W odniesieniu do wszystkich aerozoli oraz par, ktére moga skraplaé sie, tworzac aerozole, nalezy dokonaé
klasyfikacji czastek wedlug wielkosci. W celu umozliwienia narazenia wszystkich odpowiednich czesci drdg
oddechowych na dzialanie danej substancji zaleca si¢ aerozole o $rednicy aerodynamicznej mediany rozkladu
masowego (MMAD) wynoszacej od 1 do 4 um przy geometrycznym standardowym odchyleniu (o) réwnym od
1,5 do 3,0 (2) (9) (10). Nalezy dotozy¢ uzasadnionych staran, aby spelni¢ te norme, jednak w razie niemoznosci
jej osiagniecia nalezy przedstawi¢ oceng eksperta. Przykladowo pary metali mogg zawiera czastki mniejsze, niz
przewiduje to norma, a czastki naladowane, wldkna i materialy higroskopijne (ktérych rozmiar zwigksza si¢
w wilgotnym $rodowisku ukladu oddechowego) moga te norme przekraczad.

Przygotowanie badanej substancji chemicznej w no$niku

16. Do uzyskania odpowiedniego st¢zenia i rozmiaru czastek badanej substancji chemicznej w atmosferze mozna
zastosowaé no$nik. Zasadniczo preferowanym noénikiem powinna by¢ woda. Materialy stale mozna poddaé
obrébce mechanicznej w celu uzyskania wymaganego rozkladu wicelkosci czastek, jednak nalezy zachowal
ostrozno$¢, aby badana substancja chemiczna nie ulegla rozkladowi ani zmianom. W przypadkach, w ktérych
mozna przypuszczal, ze w wyniku proceséw mechanicznych zmienit si¢ sktad badanej substancji chemicznej
(np. w ekstremalnych temperaturach powstajacych na skutek tarcia przy nadmiernie intensywnym mieleniu),
nalezy go zweryfikowaé metodami analitycznymi. Nalezy dolozy¢ odpowiednich staran, aby uniknaé zanieczysz-
czenia badanej substancji chemicznej. Nie ma potrzeby badania materialéw granulowanych niemajacych charak-
teru sypkiego, ktére sg celowo przygotowywane tak, aby nie ulegaly wdychaniu. Nalezy wykonaé prébe na
Scieranie w celu wykazania, ze przy postegpowaniu z materialem granulowanym nie powstaja czastki respirabilne.
Jezeli w wyniku proby na $cieranie powstang substancje respirabilne, nalezy wykona¢ badanie toksycznosci
inhalacyjnej.

Zwierzeta kontrolne

17. Wykorzystanie rownoleglej ujemnej (poddanej dziataniu powietrza) grupy kontrolnej nie jest konieczne. W przy-
padku wykorzystania no$nika innego niz woda w celu wytworzenia atmosfery na potrzeby badania nalezy uzy¢
grupy kontrolnej noénika tylko wtedy, gdy brak jest dostgpnych danych historycznych na temat toksycznosci
inhalacyjnej. Jezeli badanie toksycznosci dla badanej substancji chemicznej zmieszanej z no$nikiem nie wykaze
toksycznodci, wynika z tego, ze dany nos$nik jest nietoksyczny w badanych stezeniach, a zatem nie ma potrzeby
tworzenia grupy kontrolnej no$nika.

MONITOROWANIE WARUNKOW NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANC]I
Przeplyw powietrza w komorze

18. Przeplyw powietrza przez komore nalezy starannie kontrolowa¢ i monitorowa¢ w sposéb ciagly, jak roéwniez
rejestrowaé podczas narazania na dzialanie substancji nie rzadziej niz co godzing. Monitorowanie stezenia (lub
stabilno$ci) w atmosferze uzyskanej na potrzeby badania jest pomiarem cato$ciowym wszystkich parametréw
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dynamicznych i umozliwia w sposéb posredni kontrole wszystkich istotnych parametréw dynamicznych
w zakresie generowania atmosfery. Nalezy w szczegdlnosci uwzgledni¢ kwestie zapobiegania ponownemu
wdychaniu w komorach przeznaczonych do narazenia wylacznie przez nos w przypadkach, gdy przeplyw
powietrza przez uklad podawania substancji jest nieodpowiedni do zapewnienia dynamicznego przeplywu
powietrza zawierajacego badang substancje chemiczng. Istniejg zalecane metody, ktére mozna zastosowal do
wykazania, ze w wybranych warunkach ponowne wdychanie nie zachodzi (2) (11). Stezenie tlenu powinno
wynosi¢ co najmniej 19 %, a stezenie dwutlenku wegla nie powinno przekracza¢ 1 %. Jezeli istnieje uzasadnione
przypuszczenie, ze norm tych nie da si¢ spelni¢, nalezy mierzy¢ stezenia tlenu i dwutlenku wegla.

Temperatura i wilgotno$¢ wzgledna w komorze

19. W komorze nalezy utrzymywaé temperature na poziomie 22 + 3 °C. Wilgotno$¢ wzgledng w strefie oddychania
zwierzagt — zaréwno dla narazenia tylko przez nos, jak i dla narazenia calego ciala — nalezy monitorowaé
i rejestrowac co najmniej trzykrotnie podczas okreséw poddawania dzialaniu substancji trwajacych do 4 godzin,
a podczas okreséw krotszych — co godzine. Nalezy utrzymywaé wilgotno$¢ wzgledng w przedziale 30-70 %,
cho¢ moze to by¢ nieosiagalne (np. przy badaniu mieszanin na bazie wody) lub niemozliwe do zmierzenia
w przypadku zakl6cenia danej metody badawczej przez badana substancje chemiczng.

Badana substancja chemiczna: stezenie nominalne

20. Tam, gdzie to mozliwe, nalezy obliczy¢ i zarejestrowal stezenie nominalne w komorze badawczej. Stezenie
nominalne jest to masa wytworzonej badanej substancji chemicznej podzielona przez catkowita objetos¢ powiet-
rza, ktére przeszto przez uktad komory. Stezenie nominalne nie stuzy do charakterystyki narazenia zwierzat —
poréwnanie stezenia nominalnego i rzeczywistego stanowi wskazéwke co do efektywnosci wytwarzania w ukla-
dzie do$wiadczalnym, a zatem mozna je wykorzystal do wykrycia probleméw zwigzanych z wytwarzaniem.

Badana substancja chemiczna: stezenie rzeczywiste

21. Stezenie rzeczywiste jest to stezenie badanej substancji chemicznej w strefie oddychania zwierzat w komorze
inhalacyjnej. Stezenia rzeczywiste mozna uzyskaé metodami swoistymi (np. bezposrednie pobieranie prébek,
metody adsorpcyjne lub z wykorzystaniem reaktywnosci chemicznej, a nastgpnie badanie metodami analitycz-
nymi) lub nieswoistymi, takimi jak analiza grawimetryczna przy zastosowaniu filtra. Zastosowanie metody
grawimetrycznej jest akceptowalne tylko w przypadku aerozoli proszkowych zawierajacych jeden skladnik lub
aerozoli cieczy o niskiej lotnosci i nalezy wtedy przed badaniem wykonaé¢ odpowiednia analiz¢, swoistg dla
badanej substancji chemicznej. Za pomocg metody grawimetrycznej mozna réwniez okresli¢ stezenie wielo-
skladnikowego aerozolu proszkowego. Do tego s3 jednak konieczne dane analityczne, za pomocg ktérych
mozna wykazaé, ze sklad materialu znajdujacego si¢ w powietrzu jest podobny do skladu materialu wyjscio-
wego. W razie braku takich informacji moze by¢ konieczna ponowna analiza badanej substancji chemicznej
(najlepiej znajdujacej si¢ w powietrzu) w toku badania, w regularnych odstepach czasowych. W przypadku
srodkéw w formie aerozoli, ktore moga ulec odparowaniu lub sublimacji, nalezy wykazaé, ze przy zastosowaniu
wybranej metody zebrano wszystkie fazy. W sprawozdaniu z badania nalezy poda¢ stezenia docelowe, nomi-
nalne i rzeczywiste, ale w analizach statystycznych do wyliczenia wartosci stezen $miertelnych uwzglednia sie
tylko stezenia rzeczywiste.

22. Jezeli to mozliwe, nalezy uzywaé badanej substancji chemicznej pochodzacej z jednej partii, a badang prébke
nalezy przechowywaé w warunkach zapewniajacych jej czysto$é, jednorodnos¢ i stabilno$é. Przed rozpoczeciem
badania nalezy scharakteryzowa¢ badang substancje¢ chemiczng, w tym jej czystosé, oraz, o ile jest to wykonalne
z technicznego punktu widzenia, okresli¢ tozsamos$¢ oraz ilosci zidentyfikowanych domieszek i zanieczyszczen.
Mozna to wykazaé, miedzy innymi, za pomocg nastepujacych danych: czasu retencji i wzglednej powierzchni
sygnatu, masy czasteczkowej uzyskanej w drodze spektrometrii masowej lub chromatografii gazowej badz
innych oszacowan. Mimo ze identyfikacja badanej probki nie nalezy do obowigzkéw laboratorium badawczego,
rozsgdne moze by¢ potwierdzenie przez to laboratorium charakterystyki, ktora przedstawil sponsor, przynaj-
mniej w ograniczonym zakresie (np. koloru, cech fizycznych itp.).

23. Podczas badania nalezy utrzymywa¢ mozliwie niezmienng atmosfer¢ i monitorowac ja stale lub co pewien czas,
w zalezno$ci od metody analitycznej. Jezeli stosuje si¢ pobieranie probek co pewien czas, podczas cztero-
godzinnego badania nalezy pobiera¢ probki powietrza w komorze nie rzadziej niz dwa razy podczas badania.
Jezeli z powodu ograniczonej predkosci przeptywu powietrza lub niskich stezeri jest to niemozliwe, mozna
pobraé jedng probke na caly okres narazenia. W razie wystapienia znacznych fluktuacji pomiedzy prébkami dla
kolejnych badanych stezen nalezy pobraé cztery prébki na okres narazenia. Wartosci stezert w komorze dla
poszczegdlnych probek nie powinny odbiegaé od stezenia $redniego o wigcej niz + 10 % dla gazéw i par oraz
o wigcej niz * 20 % dla aerozoli cieklych lub stalych. Nalezy obliczy¢ i zapisaé okres wyréwnania stezen
w komorze (tys). Czas trwania narazenia obejmuje czas wprowadzania badanej substancji chemicznej do komory
przy uwzglednieniu czasu potrzebnego do osiagnigcia tq5. Wytyczne dotyczace szacowania tgs mozna znalezé
w GD 39 (2).

24. W przypadku bardzo zlozonych mieszanin skladajacych si¢ z gazéw/par i aerozoli (np. w przypadku atmosfery
spalania i badanych substancji chemicznych wydzielanych ze specjalnych produktéw/urzadzen do zastosowania
koncowego) kazda faza moze zachowywac si¢ inaczej w komorze inhalacyjnej, nalezy zatem wybra¢ co najmniej
jedna substancj¢ wskaznikowa (analit) z kazdej fazy (gaz/para i acrozol) — zazwyczaj jest to gléwna substancja
czynna mieszaniny. Jezeli badana substancja chemiczna jest mieszanina, nalezy podal stezenie analityczne
w odniesieniu do cafej mieszaniny, a nie tylko substancji czynnej lub skladnika aktywnego (analitu). Dodatkowe
informacje na temat stezen rzeczywistych mozna znalezé w GD 39 (2).
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Badana substancja chemiczna: Rozklad wielkosci czastek

25. Rozklad wielkosci czastek aerozoli nalezy okre$la¢ co najmniej dwa razy podczas kazdego czterogodzinnego okresu
narazenia za pomocg impaktora kaskadowego lub innego instrumentu, takiego jak aerodynamiczny spektrometr
pomiaru czastek. Jezeli mozna wykaza¢ rdwnowazno$¢ wynikéw uzyskanych za posrednictwem impaktora kaskado-
wego lub innego instrumentu, ten inny instrument moze by¢ stosowany przez caly okres badania. W celu potwier-
dzenia sprawnosci zatrzymywania czgstek przez instrument glowny nalezy réwnolegle do tego instrumentu stosowaé
drugie urzadzenie, takie jak filtr grawimetryczny lub odpylacz|betkotke. Stezenie masowe uzyskane na podstawie
analizy wielkosci czastek powinno miesci si¢ w rozsadnych granicach stezenia masowego uzyskanego poprzez analize
filtréw [zob. GD 39 (2)]. Jesli mozna wykaza¢ réwnowazno$¢ w poczatkowej fazie badania, dalsze pomiary potwier-
dzajace mozna pominaé. Ze wzgledu na dobrostan zwierzat nalezy podja¢ srodki majace na celu zminimalizowanie
ilosci danych niejednoznacznych, ktére moga prowadzi¢ do koniecznoéci powtérzenia narazenia. Klasyfikacje czastek
wedtug wielkosci nalezy przeprowadzi¢ w odniesieniu do par, jezeli istnieje jakakolwiek mozliwo$¢ tworzenia sig
aerozolu wskutek kondensacji par lub jesli czastki s3 wykrywane w atmosferze parowej majacej potencjal tworzenia
faz mieszanych (zob. pkt 15).

PROCEDURA

26. Ponizej opisano dwa rodzaje badan: protokél tradycyjny oraz protokét C x t. Oba protokoly moga obejmowaé
badanie rozpoznawcze, badanie gléwne lub badanie graniczne (protokét tradycyjny) albo badanie przy stgzeniu
granicznym (C x t). Jezeli wiadomo, ze podatno$¢ zalezy od plci, kierownik badania moze zdecydowaé o przeprowa-
dzeniu badan przy uzyciu tylko osobnikéw tej plei, ktéra jest bardziej podatna. Jesli gatunki gryzoni inne niz szczury
poddaje si¢ narazeniu tylko przez nos, maksymalne okresy narazenia mozna dostosowaé, by zminimalizowaé charak-
terystyczny dla danego gatunku stres. Przed rozpoczgciem badania nalezy uwzgledni¢ wszelkie dostepne dane w celu
zminimalizowania wykorzystania zwierzat. Przykladowo dzigki danym powstalym przy uzyciu metody B.52 opisanej
w niniejszym zalaczniku (4) mozna wyeliminowac potrzebe przeprowadzenia badania rozpoznawczego oraz wykazal
wigksza podatno§¢ ktérej$ z plci [zob. GD 39 (2)].

PROTOKOL TRADYCYJNY
Zasady ogélne: protokoétl tradycyjny

27. W badaniu zgodnie z protokolem tradycyjnym grupy zwierzat poddawane sa dziataniu badanej substancji
chemicznej przez okreSlony czas (zazwyczaj 4 godziny) tylko przez nos lub w komorze do poddawania
narazeniu calego ciala. Zwierzeta poddawane s3 dzialaniu stezenia granicznego (badanie graniczne) lub dziataniu
co najmniej trzech stezen w procedurze sekwencyjnej (badanie gléwne). Przed badaniem gléwnym mozna
przeprowadzi¢ badanie rozpoznawcze, chyba Ze istnieja juz pewne informacje dotyczace badanej substancji
chemicznej, takie jak uprzednio przeprowadzone badanie metoda B.52 [zob. GD 39 (2)].

Badanie rozpoznawcze: protokoél tradycyjny

28. Badanie rozpoznawcze stuzy do oszacowania sily dzialania badanej substancji chemicznej, identyfikacji zwigza-
nych z plcig réznic w podatnosci oraz pomocniczo w doborze pozioméw stezenia podczas narazenia dla
badania gtéwnego lub badania granicznego. Przy wyborze pozioméw stezenia na potrzeby badania rozpoznaw-
czego nalezy wykorzysta¢ wszystkie dostepne informacje, w tym dostepne dane dotyczace (Q)SAR i podobnych
chemikaliéw. Na dziatanie kazdego stezenia nalezy narazaé nie wigcej niz trzech samcéw i trzy samice (trzy
zwierzgta kazdej plci moga by¢ potrzebne do ustalenia zréznicowania podatnoci pomiedzy plciami). Badanie
rozpoznawcze moze obejmowal jedno stezenie, ale w razie potrzeby mozna zbadaé wigcej stezen. Badanie
rozpoznawcze nie powinno przypominac badania gtéwnego pod wzgledem liczby badanych zwierzat i uzytych
stezen. W miejsce badania rozpoznawczego mozna wykorzysta¢ uprzednio przeprowadzone badanie metoda
B.52 (4) [zob. GD 39 (2)].

Badanie graniczne: protoké! tradycyjny

29. Badanie graniczne stosuje si¢ wtedy, gdy badana substancja chemiczna jest znana lub mozna si¢ spodziewac, ze
jest ona praktycznie nietoksyczna, tzn. powoduje efekt toksyczny dopiero powyzej stezenia granicznego prze-
widzianego przepisami. W badaniu granicznym pojedynczg grupe skladajaca si¢ z trzech samcéw i trzech samic
poddaje si¢ dzialaniu badanej substancji chemicznej w stezeniu granicznym. Informacje na temat toksycznosci
badanej substancji chemicznej mozna uzyska¢ na podstawie wiedzy na temat podobnych zbadanych chemika-
liéw, z uwzglednieniem tozsamo$ci i zawartoSci procentowej skladnikéw, o ktérych wiadomo, ze maja
znaczenie z punktu widzenia toksycznodci. W sytuacji niewystarczajacej ilosci lub braku informacji na temat
toksycznosci badanej substancji chemicznej lub w przypadku, gdy substancja ta zgodnie z oczekiwaniami moze
by¢ toksyczna, nalezy przeprowadzi¢ badanie gléwne.

30. Dobdr stezen granicznych zazwyczaj zalezy od wymogéw regulacyjnych. Jesli stosowane jest rozporzadzenie (WE)
nr 1272/2008, stezenia graniczne dla gazéw, par i aerozoli wynoszg odpowiednio 20 000 ppm, 20 mg/l i 5 mg/l (lub
maksymalne stezenie mozliwe do uzyskania) (3). W przypadku niektorych badanych substancji chemicznych wytwo-
rzenie stezen granicznych moze by¢ trudne technicznie, w szczegdlnosci dla substancji wystgpujacych w postaci par
i aerozoli. Przy badaniu aerozoli celem podstawowym powinno by¢ osiagnigcie takiego rozmiaru czastek, aby mogly
one ulec wdychaniu (MMAD od 1 do 4 pm). Dla wigkszosci badanych substancji chemicznych jest to mozliwe przy
stezeniu 2 mgfl. Proby badania aerozoli przy stezeniu wigkszym niz 2 mg/l nalezy przeprowadzaé tylko w przypadku,
gdy mozliwe jest uzyskanie czastek o rozmiarze takim, aby mogly ulec wdychaniu [zob. GD 39 (2)]. W rozporzadzeniu
(WE) nr1272/2008 nie zaleca si¢ badan z uzyciem stezen wigkszych od stgzenia granicznego ze wzgledu na
dobrostan zwierzat (3). Stezenie graniczne nalezy bral pod uwage tylko w przypadku znacznego prawdopodobien-
stwa, ze wyniki takich badan przyniosa bezposrednie korzysci dla ochrony zdrowia ludzi (3), a w sprawozdaniu
z badania nalezy poda¢ uzasadnienie. W przypadku badanych substancji chemicznych, ktére sa potencjalnie wybu-
chowe, nalezy dolozy¢ staran w celu uniknigcia warunkéw sprzyjajacych wybuchowi. Aby uniknaé zbednego wyko-
rzystywania zwierzat, nalezy przed badaniem granicznym przeprowadziC test probny bez udzialu zwierzat w celu
upewnienia si¢, ze warunki w komorze do przeprowadzenia badania granicznego s3 mozliwe do osiagnigcia.
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31. Jezeli przy stezeniu granicznym obserwowana jest $Smiertelno$¢ lub stany agonalne, wyniki badania granicznego
moga pelni¢ role badania rozpoznawczego dla dalszych badan przy innych stezeniach (zob. badanie glowne).
Jezeli whasciwosci fizyczne lub chemiczne badanej substancji chemicznej uniemozliwiajg osiggnigcie stezenia
granicznego, nalezy przeprowadzi¢ badanie przy maksymalnym osiggalnym stezeniu. Jezeli przy maksymalnym
osiagalnym stezeniu wystepuje Smiertelno$¢ mniejsza niz 50 %, dalsze badania nie sg konieczne. Jezeli uzyskanie
stezenia granicznego bylo niemozliwe, w sprawozdaniu z badania nalezy to wyja$ni¢ i na dowdd podaé
odpowiednie dane. Jezeli maksymalne mozliwe do uzyskania stezenie pary nie wywoluje toksycznosci, moze
by¢ konieczne podanie badanej substancji chemicznej jako aerozolu cieklego.

Badanie glowne: protokét tradycyjny

32. Badanie gléwne wykonuje si¢ zazwyczaj przy wykorzystaniu pigciu samcéw i pigciu samic (lub 5 zwierzat plci
podatnej na dzialanie substancji, jesli jest znana) na kazdy poziom stezenia i dla co najmniej trzech stezen.
Nalezy uzy¢ poziomdéw stezen wystarczajacych do wykonania rzetelnej analizy statystycznej. Odstepy czasowe
migdzy podawaniem dawek w kazdej grupie poddawanej narazeniu okresla si¢ na podstawie czasu wystapienia,
dtugosci trwania i ostro$ci oznak toksycznosci. Nalezy odwlec narazenie zwierzat na dzialanie kolejnego stezenia
do momentu, gdy mozna w sposéb uzasadniony uzna¢, ze uprzednio badane zwierzeta przezyly. Dzigki temu
kierownik badania moze dopasowa¢ stezenie docelowe dla kolejnej grupy poddawanej narazeniu. Jednak
z powodu zaleznoéci od zaawansowanych technologii rozwigzanie takie nie zawsze daje si¢ w praktyce zasto-
sowal podczas badan toksycznosci inhalacyjnej, zatem o narazeniu zwierzat na dzialanie substancji przy
kolejnym poziomie st¢zenia nalezy zdecydowaé na podstawie uprzednich do$wiadczen i osgdu naukowego.
W przypadku badania mieszanin nalezy wzig¢ pod uwage GD 39 (2).

PROTOKOL »STEZENIE x CZAS« (C x t)

Zasady ogélne: protokét C x t

33. Alternatywa dla protokotu tradycyjnego przy ocenie toksycznosci inhalacyjnej moze by¢ wykonywane w proce-
durze sekwencyjnej badanie C x t (12) (13) (14). Metoda ta umozliwia narazanie zwierzat na dzialanie badanej
substancji chemicznej przy wielu poziomach stezen i przez wicle okreséw trwania. Wszystkie badania przepro-
wadza si¢ w komorze do poddawania narazeniu tylko przez nos (w tym protokole zastosowanie komoér do
poddawania narazeniu calego ciala byloby niepraktyczne). Protokét zilustrowany jest diagramem w dodatku 1.
Zgodnie z wynikami analizy symulacyjnej zaréwno protokdt tradycyjny, jak i protokét C x t moga
dawaé odporne wartoSci LCso, ale w wyniku zastosowania protokotu C x t uzyskuje si¢ lepsze wartosci
LCy; i LCyq (15).

34. W analizie symulacyjnej wykazano, ze przy badaniu 4 stezen i 5 okresow narazenia w badaniu gléwnym
zasadniczo odpowiednie moze by¢ wykorzystanie dwoch osobnikoéw na interwal C x t (jeden z kazdej plci,
jesli wykorzystywane sg samce i samice, lub dwa osobniki plci bardziej podatnej). W pewnych okoliczno$ciach
kierownik badania moze zdecydowal o wykorzystaniu dwoéch szczuréw kazdej plci na interwal C x t (15).
Dzigki wykorzystaniu dwoch osobnikéw kazdej plci na kazdy punkt oznaczajacy dane stezenie przy danym
czasie mozna zmniejszy¢ bledy systematyczne i zmienno$¢ szacunkéw, zwigkszy¢ dokladno§¢ szacunkéw
i poprawi¢ przedzial ufnosci. Jednak w przypadku, gdy rozrzut danych jest zbyt duzy, aby wyprowadzic
oszacowanie (przy wykorzystaniu jednego osobnika danej plci lub dwdch osobnikéw plci bardziej podatnej)
moze wystarczy¢ réwniez zastosowanie narazenia na dzialanie substancji przy piatej wartoéci stezenia. Dalsze
wytyczne co do liczby zwierzat i stezen, jakie maja by¢ wykorzystane w badaniu C x t, znajdujg si¢ w
GD 39 (2).

Badanie rozpoznawcze: protokol C x t

35. Badanie rozpoznawcze stuzy do oszacowania sily dzialania badanej substancji chemicznej oraz pomocniczo
w doborze poziomdéw stezenia podczas narazenia dla badania gléwnego. Aby dobraé odpowiednie stezenie
poczatkowe do badania gtéwnego i zminimalizowac liczbe wykorzystanych zwierzat, moze by¢ potrzebne
badanie rozpoznawcze przy wykorzystaniu do trzech zwierzat na ple¢ i stezenie [szczegbly mozna znalezé
w dodatku IIT do GD 39 (2)]. Do ustalenia réznicy zwigzanej z plcig moze by¢ konieczne wykorzystanie trzech
osobnikéw kazdej plci. Zwierzeta te nalezy podda¢ narazeniu przez jeden okres, zazwyczaj 240 min. Nalezy
oceni¢ mozliwo$¢ wytworzenia odpowiednich atmosfer doswiadczalnych podczas wstepnych badari technicz-
nych przeprowadzanych bez udzialu zwierzat. Zazwyczaj nie ma potrzeby przeprowadzania badania
rozpoznawczego, jesli dostepne s3 dane dotyczace $miertelnosci z badan przeprowadzonych metoda B.52 (4).
Przy doborze poczatkowych stezert docelowych w badaniu metoda B.2 kierownik badania powinien uwzgledni¢
wzorce $miertelno$ci zaobserwowane we wszelkich dostgpnych badaniach przeprowadzonych metodg B.52 (4)
dla obu plci i wszystkich przebadanych stezen [zob. GD 39 (2)].

Stezenie poczagtkowe: protokét C x t

36. Stezenie poczatkowe (sesja narazenia I) (dodatek 1) to stezenie graniczne albo stezenie dobrane
przez kierownika badania na podstawie badania rozpoznawczego. Na dzialanie tego st¢zenia wystawiane s3
grupy po jednym osobniku kazdej plci przez wiele okreséw trwania (np. po 15, 30, 60, 120 lub 240 minut),
facznie 10 zwierzat (tak zwana sesja narazenia I) (dodatek 1).

37. Dobér stezenn granicznych zazwyczaj zalezy od wymogéw regulacyjnych. Jesli stosowane jest rozporzadzenie
(WE) nr 1272/2008, stezenia graniczne dla gazéw, par i aerozoli wynosza odpowiednio 20 000 ppm, 20 mg/l
i 5mg/l (lub maksymalne st¢zenie mozliwe do uzyskania) (3). W przypadku niektorych badanych substancji
chemicznych wytworzenie stezefi granicznych moze by¢ trudne technicznie, w szczegdlnoéci dla substancji
wystepujacych w postaci par i aerozoli. Przy badaniu aerozoli celem powinno by¢ uzyskanie czastek o rozmiarze
takim, aby mogly ulec wdychaniu (tzn. o MMAD od 1 do 4 pm) przy stezeniu granicznym réwnym 2 mg|l. Jest
to mozliwe dla wigkszosci badanych substancji chemicznych. Préby badania aerozoli przy st¢zeniu wigkszym niz
2 mg/l nalezy przeprowadzaé tylko w przypadku, gdy mozliwe jest uzyskanie czastek o rozmiarze takim, aby
mogly ulec wdychaniu [zob. GD 39 (2)]. W rozporzadzeniu (WE) nr 1272/2008 nie zaleca si¢ badafi z uzyciem
stezen wigkszych od stezenia granicznego ze wzgledu na dobrostan zwierzat (3). Badanie stezert wigkszych od
stezenia granicznego nalezy bral pod uwage tylko w przypadku znacznego prawdopodobieristwa, ze wyniki
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takich badan przyniosa bezposrednie korzysci dla ochrony zdrowia ludzi (3), a w sprawozdaniu z badania
nalezy poda¢ uzasadnienie. W przypadku badanych substancji chemicznych, ktdre sa potencjalnie wybuchowe,
nalezy dotozy¢ staran w celu uniknigcia warunkéw sprzyjajacych wybuchowi. Aby uniknaé zbednego wykorzy-
stywania zwierzgt, nalezy przed badaniem z uzyciem stezenia poczatkowego przeprowadziC test prébny bez
udzialu zwierzat w celu upewnienia si¢, ze warunki w komorze do przeprowadzenia badania przy tym stezeniu
sa mozliwe do osiagniecia.

38. Jezeli przy stezeniu poczatkowym obserwowana jest Smiertelno$¢ lub stany agonalne, wyniki badan przy tym
stezeniu mogg pei¢ role punktu poczatkowego dla dalszych badan przy innych stezeniach (zob. badanie
gléwne). Jezeli whasciwosci fizyczne lub chemiczne badanej substancji chemicznej uniemozliwiaja osiagnigcie
stezenia granicznego, nalezy przeprowadzi¢ badanie przy maksymalnym osiggalnym stezeniu. Jezeli przy maksy-
malnym osiagalnym stezeniu wystepuje Smiertelno$¢ mniejsza niz 50 %, dalsze badania nie sg konieczne. Jezeli
uzyskanie st¢zenia granicznego bylo niemozliwe, w sprawozdaniu z badania nalezy to wyjasni¢ i na dowdd
poda¢ odpowiednie dane. Jezeli maksymalne mozliwe do uzyskania stezenie pary nie wywoluje toksycznosci,
moze by¢ konieczne podanie badanej substancji chemicznej jako aerozolu ciektego.

Badanie gléwne: protokél C x t

39. Stezenie poczatkowe (sesja narazenia 1) (dodatek 1) w badaniu gléwnym to stezenie graniczne albo stezenie
dobrane przez kierownika badania na podstawie badania rozpoznawczego. Jezeli podczas sesji narazenia I lub
po niej wystapi $miertelno$¢, stezenia i okresy narazenia dla sesji narazenia II nalezy dobraé na podstawie
minimalnego narazenia (C x t), ktére prowadzi do zgonu. Kazda kolejna sesja narazenia zalezy od sesji
poprzedniej (zob. dodatek 1).

40. Dla wielu badanych substancji chemicznych wyniki otrzymane przy stezeniu poczatkowym wraz z trzema
dodatkowymi sesjami narazenia charakteryzujacymi si¢ drobniejsza siatka czasowa (dang szeregiem geomet-
rycznym okreséw narazenia okre$lonym wspdlczynnikiem pomiedzy kolejnymi okresami, zazwyczaj \2) beda
wystarczajace do ustalenia zaleznosci $miertelnosci C x t (15), ale zastosowanie narazenia przy pigtej wartosci
stezenia moze rowniez przynie$¢ pewne korzysci [zob. dodatek 1 oraz GD 39 (2)]. Sposéb matematycznego
opracowania wynikéw zastosowania protokotu C x t podano w dodatku 1.

OBSERWACJE

41. Zwierzgta w trakcie okresu narazenia nalezy czesto poddawaé obserwacji Klinicznej. Po narazeniu nalezy
prowadzi¢ obserwacje kliniczne — w dniu narazenia co najmniej dwukrotnie, lub czgsciej, jesli wskazuje na to
reakcja zwierzat na poddawanie dzialaniu substancji, a po tym dniu co najmniej raz dziennie przez lacznie
14 dni. Dlugo$¢ okresu obserwacji nie jest okreslona, nalezy ja jednak ustali¢ na podstawie charakteru i czasu
wystapienia objaw6w klinicznych oraz dtugosci okresu zdrowienia. Czas, w jakim pojawiaja si¢ i zanikaja oznaki
toksycznosci, jest istotny, szczegdlnie w przypadku tendencji do wystgpowania opdéznionych oznak toksyczno-
$ci. Wszystkie obserwacje sa systematycznie zapisywane w ewidencji prowadzonej osobno dla kazdego zwie-
rzgcia. Zwierzgta, u ktorych stwierdzono stan agonalny, oraz zwierzeta wykazujace objawy silnego bélu lub
stresu nalezy ze wzgledu na ich dobrostan u$mierci¢ w sposéb humanitarny. Przy badaniu pod katem Klinicz-
nych oznak toksycznosci nalezy zachowaé ostrozno$¢, aby nie pomyli¢ poczatkowego zlego wygladu i przej-
Sciowych zmian oddechowych, bedacych skutkiem procedury narazenia, z toksycznoscia zwigzana z badang
substancjg chemiczng, ktéra wymagataby wcze$niejszego uSmiercenia zwierzat. Nalezy przestrzega¢ zasad i kryte-
riow streszczonych w wytycznych dotyczacych humanitarnego punktu koricowego (GD 19) (7). W przypadku
u$miercenia zwierzat z przyczyn humanitarnych lub stwierdzenia ich zgonu nalezy mozliwie najdokladniej
zapisaC czas zgonu.

42. Obserwacje zwierzat w klatkach powinny obejmowa¢ zmiany skory i siersci, oczu i bton §luzowych; jak réwniez
zmiany w ukladzie oddechowym i ukladzie krazenia, zmiany w autonomicznym i o$rodkowym ukladzie
nerwowym oraz zmiany w aktywnosci somatycznej i sposobie zachowania. O ile to mozliwe, nalezy odnotowad
rozrdznienie pomigdzy skutkami miejscowymi i ogdélnoustrojowymi. Szczeg6lna uwage nalezy poSwigci¢ obser-
wacjom drzenia, konwulsji, $linotoku, biegunki, letargu, snu i $pigczki. Pomiar temperatury w odbycie moze
dostarczy¢ dodatkowych dowodéw potwierdzajacych odruchowe spowolnienie oddechu lub hipo-/hipertermie
w zwiazku z poddawaniem dziataniu substancji lub przetrzymywaniem w zamknigciu.

Masa ciala

43. Nalezy odnotowywa¢ masg ciala poszczegdlnych zwierzat: raz podczas okresu aklimatyzacji, w dniu narazenia
przed narazeniem (dzien 0), oraz przynajmniej w dniach 1, 3 i 7 (a nastgpnie co tydzien), jak rowniez
w momencie zgonu lub eutanazji, jesli $mier¢ nastapi pdzniej niz w dniu 1. Masg ciala uznaje si¢ za krytyczny
wskaznik toksycznosci, zatem zwierzeta wykazujace staly spadek wagi na poziomie > 20 % w poréwnaniu
z warto$ciami przed badaniem nalezy $cisle monitorowal. Po zakonczeniu okresu po narazeniu zwierzeta,
ktére przezyly, sa wazone i humanitarnie uSmiercane.

Patologia

44. Wszystkie badane zwierzgta, wlaczajac te, ktére padly podczas badan lub zostaly poddane eutanazji i wyelimi-
nowane z badan ze wzgledu na ich dobrostan, nalezy podda¢ pelnemu rozpoznaniu histopatologicznemu. Jezeli
sekgji zwlok nie mozna przeprowadzi¢ natychmiast po znalezieniu martwego zwierzgcia, zwierze nalezy schlo-
dzi¢ (nie zamrozi¢) do temperatury wystarczajaco niskiej do zminimalizowania autolizy. Sekcje zwlok nalezy
przeprowadzi¢ mozliwie szybko, zwykle w ciagu jednego lub dwéch dni. W odniesieniu do kazdego zwierzgcia
nalezy odnotowaé wszystkie makroskopowe zmiany patologiczne ze szczegélnym uwzglednieniem wszelkich
zmian w drogach oddechowych.
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45. Mozna rozwazy¢ przeprowadzenie dodatkowych, uprzednio zaprojektowanych testéw w celu zwigkszenia
wartoci interpretacyjnej badania, np. pomiaru masy pluc u szczuréw, ktére przezyly, czy dostarczenia
dowodéw na podraznienie poprzez badanie drog oddechowych pod mikroskopem. Mozna réwniez objaé
badaniem organy wykazujace wyrazne zmiany patologiczne u zwierzat, ktore przezyly 24 lub wigcej godzin,
oraz organy, co do ktérych wiadomo lub mozna oczekiwaé, ze narazenie mialo na nie wplyw. Z badania
mikroskopowego catego ukladu oddechowego mozna uzyskaé uzyteczne informacje na temat badanych
substancji chemicznych, ktére reaguja z woda, takich jak kwasy i badane substancje chemiczne o wasciwosciach

higroskopijnych.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Dane

46. Nalezy poda¢ dane dotyczace masy ciala i wynikow sekcji zwlok dotyczace poszczegdlnych zwierzat. Dane
z obserwacji klinicznych nalezy zestawi w postaci tabeli, przedstawiajgc w odniesieniu do kazdej badanej grupy
liczbe wykorzystanych zwierzat, liczbe zwierzat wykazujacych specyficzne oznaki toksycznosci, liczbe zwierzat
padlych w trakcie trwania badania lub u$mierconych z przyczyn humanitarnych, czas zgonu poszczegdlnych
zwierzat, opis skutkéw toksycznych oraz ich przebieg w czasie i odwracalno$¢, a takze wyniki sekeji zwlok.

Sprawozdanie z badania

47. Sprawozdanie z badania powinno w stosownych przypadkach zawieral nastepujace informagje:

Badane zwierzgta i ich hodowla

— opis warunkéw przetrzymywania w klatkach, w tym: liczba (lub zmiana liczby) zwierzat na klatke, $cidtka,
temperatura otoczenia i wilgotno§¢ wzgledna, fotoperiod i okreslenie diety,

— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie zastosowania gatunkéw innych niz szczur,

— liczba, wiek i ple¢ zwierzat,

— metoda randomizacji,

— szczegdtowe informacje na temat jakosci pozywienia i wody (wlaczajac w to rodzajjzrédlo diety oraz zrédlo
wody),

— opis wszelkich przygotowar przed badaniem, w tym diety, kwarantanny i leczenia choréb,

Badana substancja chemiczna

— cechy fizyczne, czysto$¢ oraz w stosownych przypadkach wlasciwosci fizykochemiczne (w tym izomeryza-
ga),

— dane identyfikacyjne i numer w rejestrze Chemical Abstract Services (CAS), jezeli jest znany,

Nosnik

— uzasadnienie zastosowania no$nika oraz uzasadnienie wyboru noénika (jezeli jest inny niz woda),

— dane historyczne lub uzyskane réwnolegle wykazujace, ze no$nik nie zakléca wyniku badania,

Komora inhalacyjna

— szczegblowy opis komory inhalacyjnej, w tym jej rozmiary i objeto$¢,

— zrédlo i opis wyposazenia wykorzystywanego do celéw narazenia zwierzat, jak réwniez do wytwarzania
atmosfery,

— wyposazenie do pomiaru temperatury, wilgotnosci, rozmiaru czastek i steZenia rzeczywistego,
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— 7rédlo powietrza, metoda oczyszczania dostarczanego/pobieranego powietrza oraz system klimatyzacji,
— metody kalibracji wyposazenia w celu zapewnienia jednorodnej atmosfery na potrzeby badania,
— réznica ci$nienia (dodatnia lub ujemna),

— porty narazenia w komorze (narazenie tylko przez nos); lokalizacja zwierzat w ukladzie (narazenie calego
ciata),

— jednorodno$¢/stabilno$¢ w czasie atmosfery na potrzeby badania,
— lokalizacja czujnikéw temperatury i wilgotnosci oraz pobieranie probek powietrza w komorze,

— natezenie przeplywu powietrza, natgzenie przeptywu powietrza/port narazenia (narazenie tylko przez nos)
lub tadunek zwierzat/komore (narazenie calego ciala),

— informacje na temat wyposazenia stosowanego do pomiaru zawartosci tlenu i dwutlenku wegla, w stosow-

nych przypadkach,
— czas potrzebny na wyréwnanie stezei w komorze inhalacyjnej (tos),
— liczba zmian objetosci na godzine,
— urzgdzenia pomiarowe (w stosownych przypadkach),
Dane dotyczgce narazenia
— uzasadnienie wyboru docelowego st¢zenia w badaniu gléwnym,

— stezenia nominalne (catkowita masa badanej substancji chemicznej wprowadzonej do komory inhalacyjnej
podzielona przez objeto$¢ powietrza przepuszczonego przez komorg),

— rzeczywiste stgzenia badanej substancji chemicznej w probkach ze strefy oddychania zwierzat; w przypadku
mieszanin, ktore tworza heterogeniczne formy fizyczne (gazy, pary, aerozole), kazda substancje mozna
analizowa¢ oddzielnie,

— wszystkie stezenia substancji w powietrzu nalezy podawaé w jednostkach masy (np. mg/l, mg/m? itd.);
w nawiasie mozna podaé réwniez jednostki objetosci (np. ppm, ppb itd.),

— rozklad wielkosSci czgstek, $rednica aerodynamiczna mediany rozkladu masowego (MMAD) oraz geomet-
ryczne odchylenie standardowe (og), w tym metody ich obliczania. Nalezy odnotowaé poszczegdlne analizy
wielkosci czastek,

Warunki badania

— szczegbdlowe informacje na temat przygotowania badanej substancji chemicznej, w tym szczegdly dotyczace
wszelkich procedur zastosowanych w celu zmniejszenia rozmiaru czgstek cial stalych lub przygotowania
roztwor6w badanej substancji chemicznej. W przypadkach, gdy procesy mechaniczne mogly wplynaé na
zmiang skladu badanej substancji chemicznej, nalezy zamiesci¢ wyniki analiz majacych na celu weryfikacje
sktadu badanej substancji chemicznej,

— opis (najlepiej wraz ze schematem) wyposazenia wykorzystywanego do wytworzenia atmosfery na potrzeby
badania i narazania zwierzat na jej dzialanie,

— szczegdlowe informacje na temat zastosowanej metody analizy chemicznej oraz walidacji metody (w tym
wydajno$¢ odzysku badanej substancji chemicznej ze §rodka do pobierania probek),

— uzasadnienie wyboru badanych stezen,
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Wyniki
— tabelaryczne zestawienie temperatury, wilgotnosci i przeplywu powietrza w komorze,
— tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych nominalnego i rzeczywistego stezenia w komorze,

— tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych rozmiaru czastek, w tym danych dotyczacych gromadzenia

prébek analitycznych, rozkladu wielkosci czastek oraz obliczenia MMAD i o,

— tabelaryczne zestawienie danych dotyczgcych reakeji i poziomu stezenia dla kazdego zwierzecia (tj. zwierzat
wykazujacych oznaki toksycznodci, w tym $miertelno$é, rodzaj, ostro$é, czas pojawienia si¢ i czas trwania
objawow),

— masy ciala poszczegdlnych zwierzat zarejestrowane w trakcie badania, data i godzina zgonu, jesli nastgpit
przed planowa eutanazja, przebieg w czasie oznak toksycznodci i informacje, czy byly one odwracalne
w przypadku kazdego zwierzecia,

— wyniki sekgji zwlok oraz badan histopatologicznych w odniesieniu do kazdego zwierzecia, jezeli sa dostepne,

— oszacowania dotyczace $miertelnoéci (np. LCsg, LDy;), w tym granice przedziatu ufnosci 95 % i nachylenie
(jezeli w wyniku zastosowania danej metody oceny je uzyskano),

— relacja statystyczna, w tym oszacowanie wykladnika n (protokét C x t). Nalezy podaé nazwe zastosowanego
oprogramowania do obliczen statystycznych,

Oméwienie i interpretacja wynikow

— szczegblny nacisk nalezy polozy¢ na opis metod zastosowanych w celu spelnienia kryteriéw niniejszej
metody badawczej, np. dotyczacych stezenia granicznego lub rozmiaru czastek,

— nalezy uwzglednic respirabilno$¢ czastek w $wietle wynikéw ogélnych, szczegdlnie jezeli nie mozna bylo
spetni¢ kryterium rozmiaru czastek,

— nalezy przedstawi¢ wyjasnienie, jezeli zaistniala konieczno$¢ humanitarnego u$miercenia zwierzat wykazu-
jacych oznaki bélu lub objawy ostrego i przewleklego stresu, zgodnie z kryteriami zawartymi w wytycznych
OECD dotyczacych humanitarnego punktu koncowego (8),

— jezeli przerwano badania metoda opisana w rozdziale B.52 niniejszego zalacznika (4) na rzecz niniejszej
metody badawczej B.2, nalezy poda¢ uzasadnienie,

— w o0gdlnej ocenie badania nalezy uwzgledni¢ spéjno$¢ metod zastosowanych w celu okre$lenia nominalnego
i rzeczywistego stezenia oraz relacji migdzy stezeniem rzeczywistym a nominalnym,

— nalezy uwzgledni¢ prawdopodobng przyczyne zgonu i dominujacy sposéb dzialania (ogélnoustrojowy
w poréwnaniu z miejscowym).

BIBLIOGRAFIA:

(1) OECD (2009). Acute Inhalation Toxicity Testing. OECD Guideline for Testing of Chemicals No. 403, OECD,
Paryz. Dokument dostepny pod adresem: [http:/[www.oecd.org/env/testguidelines]

(2) OECD (2009). Guidance Document on Acute Inhalation Toxicity Testing. Environmental Health and Safety
Monograph Series on Testing and Assessment nr 39, OECD, Paryz. Dokument dost¢pny pod adresem: [http://
www.oecd.org/env/testguidelines]

(3) Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie
klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin, zmieniajace i uchylajace dyrektywy 67/548/EWG
i 1999/45/WE oraz zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 (Dz.U. L 353 z 31.12.2008, s. 1).

(4) Rozdzial B.52 niniejszego zalacznika, Ostra toksyczno$¢ inhalacyjna — Metoda klas ostrej toksycznosci.


http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines

L 81/30

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

19.3.2014

(5) Rozdzial B.40 niniejszego zalacznika — Badanie niszczenia skéry metoda in vitro: test przezskdrnego oporu
elektrycznego (TER).

(6) Rozdzial B.40bis niniejszego zalacznika — Badanie zniszczenia skory metoda in vitro: badanie modelu skéry

ludzkiej.

(7) OECD (2005), In Vitro Membrane Barrier Test Method For Skin Corrosion. OECD Guideline for Testing of
Chemicals No. 435, OECD, Paryz. Dokument dostepny pod adresem: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

(8) OECD (2000). Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane
Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluation. Environmental Health and Safety Monograph
Series on Testing and Assessment nr 19, OECD, Paryz. Dokument dostgpny pod adresem: [http:/[www.oecd.org|
env/testguidelines]

(9) SOT (1992). Technical Committee of the Inhalation Specialty Section, Society of Toxicology (SOT). Recom-
mendations for the Conduct of Acute Inhalation Limit Tests. Fund. Appl. Toxicol. 18: 321-327.

(10) Phalen RF (2009). Inhalation Studies: Foundations and Techniques. (wyd. 2) Informa Healthcare,
Nowy Jork.

(11) Pauluhn J i Thiel A (2007). A Simple Approach to Validation of Directed-Flow Nose-Only Inhalation Chambers.
J. Appl. Toxicol. 27: 160-167.

(12) Zwart JHE, Arts JM, ten Berge WF, Appelman LM (1992). Alternative Acute Inhalation Toxicity Testing by
Determination of the Concentration-Time-Mortality Relationship: Experimental Comparison with Standard
LC50 Testing. Reg. Toxicol. Pharmacol. 15: 278-290.

(13) Zwart JHE, Art.s JM, Klokman-Houweling ED, Schoen ED (1990). Determination of Concentration-Time-Morta-
lity Relationships to Replace LC50 Values. Inhal. Toxicol. 2: 105-117.

(14) Ten Berge WF i Zwart A (1989). More Efficient Use of Animals in Acute Inhalation Toxicity
Testing. ]. Haz. Mat. 21: 65-71.

(15) OECD (2009). Performance Assessment: Comparison of 403 and C x t Protocols via Simulation and for
Selected Real Data Sets. Environmental Health and Safety Monograph Series on Testing and Assessment nr 104,
OECD, Paryz. Dokument dostgpny pod adresem: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

(16) Finney DJ (1977). Probit Analysis, wyd. 3. Cambridge University Press, Londyn/Nowy Jork.

DEFINICJA

Badana substancja chemiczna: jakakolwick substancja lub mieszanina badana za pomoca niniejszej metody badaw-
czej.
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Dodatek 1

Protokoét C x t

1. Alternatywa do protokotu tradycyjnego przy ocenie toksycznosci inhalacyjnej moze by¢ wykonywane w procedurze

sekwencyjnej badanie »stezenie x czas« (C x t) (12) (13) (14). Protokét ten najlepiej jest stosowaé wtedy, gdy istnieje
szczeg6lna, wynikajaca z regulacji lub powodéw naukowych potrzeba przeprowadzenia badan na zwierzetach przy
zastosowaniu wielu okreséw trwania narazenia, np. do celéw planowania dzialati w sytuacjach wyjatkowych czy tez
gospodarowania gruntami. Badania w ramach tego podejScia zaczyna si¢ zazwyczaj od stezenia granicznego (sesja
narazenia I), przy ktérym zwierzeta poddawane sg dzialaniu badanej substancji chemicznej przez pieé okreséw
trwania (np. 15, 30, 60, 120 i 240 minut), tak aby w jednej sesji narazenia otrzyma¢ wiele okreséw narazenia
(zob. rysunek 1). Jesli stosowane jest rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008, st¢zenia graniczne dla gazéw, par i aerozoli
wynoszg odpowiednio 20 000 ppm, 20 mg/l i 5 mg[l. Poziomy te mozna przekroczy¢ tylko wtedy, jezeli istnieje
wynikajaca z regulacji lub powodéw naukowych potrzeba przeprowadzenia badan przy tych stezeniach (zob. pkt 37
w tekscie gtownym dotyczacym metody B.2).

. W sytuacji niewystarczajacej ilosci lub braku informacji na temat toksycznosci badanej substancji chemicznej nalezy

przeprowadzi¢ badanie rozpoznawcze, w ktorym grupy skladajace si¢ z nie wigcej niz 3 zwierzat kazdej plei
poddawane sa dziataniu dobranych przez kierownika badania stezen docelowych, zazwyczaj przez 240 min.

. Jezeli podczas sesji narazenia I zbadane zostalo stezenie graniczne i wystapita Smiertelno$¢ mniejsza niz 50 %, nie ma

potrzeby przeprowadzania dodatkowych badan. Jezeli istnieje wynikajaca z regulacji lub powodéw naukowych
potrzeba ustalenia relacji steZenie/czas[reakcja przy poziomach wyzszych niz wskazane stezenie graniczne, nalezy
przeprowadzi¢ kolejne narazenie na dzialanie wyzszego stezenia, np. dwukrotnego stezenia granicznego (tzn. 2L na
rysunku 1).

. Jezeli przy stezeniu granicznym obserwowana jest toksycznos¢, konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych badan

(badania gléwnego). Dodatkowe sesje narazenia przeprowadza si¢ albo przy nizszych stezeniach (sesje narazenia II, III
lub IV’ na rysunku 1), albo przy wyzszych stezeniach przez krétszy czas (sesja narazenia IV na rysunku 1) przy
zastosowaniu odpowiednio dostosowanych okreséw trwania narazenia i krétszego czasu migedzy nimi.

. Badanie (dla st¢zenia wstgpnego i stezeri dodatkowych) przeprowadza si¢ przy wykorzystaniu 1 zwierzecia kazdej

plci na stezenie/czas lub 2 zwierzat plci bardziej podatnej na stezenie/czas. W pewnych okolicznosciach kierownik
badania moze zdecydowal o wykorzystaniu 2 szczuréw kazdej plci na stezenie/czas (lub 4 zwierzat plci bardziej
podatnej na stezenie/czas) (15). Dzigki wykorzystaniu dwoch osobnikéw kazdej plci na stezenie/czas zazwyczaj
zmniejsza si¢ bledy systematyczne i zmienno$¢ szacunkéw, zwigksza dokladno$¢ szacunkéw i poprawia przedziat
ufnodci dotyczacy opisanego tu protokotu. Dalsze szczegdly podano w GD 39 (2).

. W idealnym przypadku kazda sesja narazenia realizowana jest jednego dnia. Umozliwia to opdZnienie kolejnego

narazenia do momentu, gdy bedzie mozna w uzasadniony sposéb zalozy(, ze zwierzeta przezyly, i pozwala
kierownikowi badania na dostosowanie docelowych stezen i czaséw trwania przy nastgpnej sesji narazenia. Zaleca
sie rozpoczecie kazdej sesji narazenia od grupy, ktéra bedzie poddawana narazeniu najdiuzej, tzn. od grupy
poddawanej 240-minutowemu narazeniu, nastepnie bada¢ grupe poddawana narazeniu przez 120 minut i tak dalej.
Przykladowo, jesli zwierzgta w grupie 240-minutowej po 90 minutach zdychaja lub wykazuja powazne oznaki
toksycznosci (np. ekstremalne zmiany w sposobie oddychania, takie jak trudnoSci z oddychaniem), narazanie
grupy przez 120 minut nie ma sensu, poniewaz $miertelno$¢ najprawdopodobniej wyniesie 100 %. Dla tego stezenia
kierownik badania powinien zatem wybra¢ krétsze okresy narazenia (np. 90, 65, 45, 33 i 25 minut).

. Stezenie w komorze nalezy czgsto mierzy¢ w celu wyznaczenia wazonej czasowo $redniej stezenia na kazdy czas

trwania narazenia. Tam, gdzie to mozliwe, w analizie statystycznej nalezy uzy¢ czasu zgonu kazdego zwierzgcia
(a nie czasu trwania narazenia).

. Wyniki pierwszych czterech sesji narazenia nalezy przeanalizowaé w celu znalezienia luki w danych dla krzywej

stezenie-czas (zob. rysunek 1). W przypadku gdy dopasowanie jest niewystarczajace, mozna przeprowadzi¢ dodat-
kowe narazenie (przy piatej wartosci stezenia). Stezenie i czas trwania narazenia dla pigtej sesji nalezy dobrac tak, by
wypehic¢ t¢ luke w danych.

. Do obliczenia relacji steZenie-czas-reakcja za pomocy analizy statystycznej (16) wykorzystuje si¢ wszystkie sesje

narazenia (w tym pierwszg). O ile to mozliwe, dla kazdego interwatu C x t nalezy uzy¢ wazonej czasowo Sredniej
stezenia i czasu trwania narazenia az do zgonu (jesli zgon nastapi podczas narazenia).
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Rysunek 1

Hipotetyczna ilustracja relacji stezenie-czas-$miertelno$¢ u szczuréw

Stezenie (L=limit)
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Czas trwania narazenia (min)

Symbole bez wypelnienia = zwierzeta, ktére przezyly; symbole pelne = zwierzgta padle

Trojkaty = samice; kétka = samce

Linia ciggla = wartosci LCy (zakres 7,5-240 min) dla samcéw przy n = 1

Linia przerywana = wartosci LCs, (zakres 7,5-240 min) dla samic przy n = 1

Linie kropkowane = linie hipotetycznych wartoéci LCs, dla samcow i samic, gdyby warto$¢ n wynosita 2 (12).
Glosariusz

Stezenie:

Czas trwania narazenia:
10. Ponizej podano przyklad procedury sekwencyjnej:

Sesja narazenia I — Badanie przy ste¢zeniu granicznym (zob. rysunek 1)

— 1 zwierze[ple¢ dla relagji stezenie/czas; tacznie 10 zwierzat (?).
— Stezenie docelowe (°) = stezenie graniczne.

— Pig¢ grup zwierzat poddaje si¢ narazeniu przy tym stezeniu docelowym przez okresy odpowiednio 15, 30, 60,
120 i 240 minut.

Sesja narazenia II () - Badanie gléwne

— 1 zwierze[ple¢ na stezenie/czas; facznie 10 zwierzat.

(") W razie braku dostgpnych informacji na temat podatnosci zwiazanej z plcig wykorzystuje si¢ szczury obu plci, tzn. 1 zwierze/ple¢ na
kazde stezenie. Na podstawie istniejacych informacji badZz gdy podczas tej sesji narazenia stanie si¢ oczywiste, Ze jedna z plci jest
bardziej podatna, podczas kolejnych badan wykorzystuje si¢ 10 zwierzat podatnej plci (2 osobniki na stezenie/czas) przy kazdym
poziomie stezenia.

(%) Jesli stosowane jest rozporzadzenie (WE) nr1272/2008, stezenia graniczne dla gazéw, par i aerozoli wynosza odpowiednio
20 000 ppm, 20 mg/l i 5 mg/l. W przypadku oczekiwanej toksycznosci lub na podstawie wynikéw badania rozpoznawczego nalezy
wybra¢ nizsze stezenia poczatkowe. Jezeli jest taka potrzeba, wynikajaca z regulacji lub powoddéw naukowych, mozna zastosowaé
wyzsze stezenia.

(9 Najlepiej odwlec narazenie zwierzat przy kolejnym stezeniu do momentu, gdy mozna rozsadnie uznaé, ze zwierzeta poddane
poprzednio narazeniu przezyly. Dzigki temu kierownik badania moze dopasowac stezenie docelowe i czas trwania dla kolejnej sesji
narazenia.
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11.

— Pig¢ grup zwierzat poddaje si¢ narazeniu przy nizszym stezeniu (%) (1/2L) przez nieco dluzsze okresy (przeska-
lowane wspétczynnikiem V2, zob. rysunek 1).

Sesja narazenia III - Badanie gtéwne

— 1 zwierze[ple¢ na stezenie/czas; lacznie 10 zwierzat.

— Pie¢ grup zwierzat poddaje si¢ narazeniu przy nizszym stezeniu (%) (1/4L) przez nieco dluzsze okresy (przeska-
lowane wspétczynnikiem V2, zob. rysunek 1).

Sesja narazenia IV’ — Badanie gléwne

— 1 zwierze[ple¢ na stezenie/czas; lacznie 10 zwierzat.

— Pigé grup zwierzat poddaje si¢ narazeniu przy nizszym stezeniu (4) (1/8L) przez nieco dtuzsze okresy (przeska-
lowane wspolczynnikiem V2, zob. rysunek 1).

1 albo

Sesja narazenia IV - badanie glowne

— 1 zwierze/ple¢ na stezenie/czas; lacznie 10 zwierzat.

— Pig grup zwierzat poddaje si¢ narazeniu przy wyzszym stezeniu () (2L) przez nieco krétsze okresy (przeskalo-
wane wspotczynnikiem V2, zob. rysunek 1).

Opracowanie matematyczne wynikow zastosowania protokolu C x t

W procedurze C x t obejmujacej 4 lub 5 stezen substancji i pigé czaséw trwania narazenia uzyskuje si¢ odpowiednio
20 lub 25 punktéw pomiarowych. Na ich podstawie mozna obliczy¢ relacje C x t za pomocg analizy statystycznej
(16):

Rownanie 1:

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
gdzie: C = stezenie; t = czas trwania narazenia, lub
Réwnanie 2:
Reakeja = f(C™t)
gdzie: n = by /b,.

Za pomocg réwnania 1 mozna obliczy¢ warto$¢ LCs, dla danego czasu trwania (np. 4 godziny, 1 godzina, 30 minut,
lub dowolnego czasu trwania w badanym zakresie), podstawiajac P = 5 (reakcja 50 %). Nalezy zauwazy¢, ze regula
Habera ma zastosowanie tylko dla n = 1. LC;; mozna obliczy¢ podstawiajac P = 2,67.

(4 Kolejna kombinacje stezenia i czasu trwania narazenia ustala si¢, biorgc jako wytyczng minimalng dawke (stezenie x czas), ktora

spowodowata $miertelnoé¢ podczas badania przy stezeniu poczatkowym (pierwsza sesja narazenia). Zazwyczaj stezenie zmniejsza sie
dwukrotnie (1/2L) i zwierz¢ta poddawane s3 narazeniu w nowym zakresie czasowym charakteryzujacym sie krotszymi odstepami
migdzy sesjami narazenia, wyznaczonymi przy zastosowaniu dzielenia geometrycznego okreséw narazenia przez wspdlczynnik 1,4
(2, zob. pozycja literaturowa 11), zaczynajac od czasu trwania odpowiadajacego poziomowi minimalnej dawki $miertelnej (czas
stezenie) zaobserwowanemu podczas pierwszego narazenia. W zilustrowanym przypadku (rysunek 1) zaobserwowano $miertelno$é
w sesji narazenia I po 15 minutach; czasy trwania narazenia podczas sesji Il s3 zatem dobrane w odniesieniu do $rodkowego punktu
30 minut i sa réwne 15, 21, 30, 42 i 60 minut. Po pierwszych dwdch sesjach narazenia zdecydowanie zaleca si¢ przedstawienie
danych w formie wykresu podobnego do powyzszego i sprawdzenie, czy linia obrazujaca relacj¢ miedzy stezeniem i czasem tworzy kat
45 stopni (n = 1), ma nachylenie mniejsze (np. n = 2), czy tez wigksze (np. n = 0,8). W tym ostatnim przypadku zdecydowanie zaleca
si¢ stosowne dostosowanie kolejnych stezeni i czaséw trwania.

W niektorych przypadkach moze by¢ konieczne zwigkszenie stezenia (2L) w nowym zakresie czasowym charakteryzujacym si¢ jeszcze
krétszymi odstepami czasowymi, wyznaczonymi przy zastosowaniu dzielenia geometrycznego okresow narazenia przez wspolczynnik
1,4 (2), zaczynajac od czasu trwania odpowiadajacego poziomowi minimalnej dawki $miertelnej zaobserwowanemu podczas pierw-
szego narazenia. Minimalny czas trwania narazenia powinien by¢ dluzszy niz 5 minut, maksymalny za$ nie przekracza¢ 8 godzin.”
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4) rozdzialy B.7 i B.8 otrzymuja brzmienie:

,B.7. 28DNIOWE BADANIE TOKSYCZNOSCI DOUSTNE] WYWOLANE] POWTARZANYM
DAWKOWANIEM U GRYZONI

WSTEP

1. Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna dotyczacej badan wytycznej OECD nr 407 (OECD Test Guideline 407)
(2008). Pierwotng dotyczgca badai wytyczng nr 407 przyjeto w 1981 r. W 1995 r. przyjeto wersje zmieniong w celu
uzyskania dodatkowych informacji na podstawie badania wykorzystanych zwierzat, w szczegélnosci w zakresie neuroto-
ksycznosci i immunotoksycznosci.

2. W 1998 r. OECD podjela dzialania o najwyzszym priorytecie majace na celu przejrzenie istniejacych wytycznych
dotyczacych badan i opracowanie nowych wytycznych dla odsiewania i badania substancji potencjalnie zaburzajacych
funkcjonowanie uktadu hormonalnego (8). Jednym z elementéw tych dzialan jest uzupehienie istniejacej wytycznej OECD
»Repeated dose 28-day oral toxicity study in rodents« (»28-dniowe badanie toksycznosci doustnej wywolanej powtarzanym
dawkowaniem u gryzoni«) (OECD TG 407) o parametry odpowiednie do wykrywania potencjatu zaburzania funkcjono-
wania ukladu hormonalnego przez badane substancje chemiczne. Procedure t¢ zrealizowano w ramach szeroko zakrojo-
nego programu migdzynarodowego majacego na celu zbadanie istotnosci i praktycznosci dodatkowych parametréw,
efektow zastosowania tych parametrow do substancji chemicznych o dziataniu (anty)estrogenowym, dzialaniu (anty)an-
drogenowym i dzialaniu (anty)tyroidowym, odtwarzalnoSci wewngtrzlaboratoryjnej i miedzylaboratoryjnej oraz interfe-
rencji nowych parametréw z parametrami wymaganymi w poprzedniej wersji OECD TG 407. Uzyskang w ten sposéb
duza ilo§¢ danych opracowano i szczegdtowo oceniono w kompleksowym sprawozdaniu OECD (9). Niniejsza zaktuali-
zowana metoda badawcza B.7 (jako metoda rownowazna OECD TG 407) stanowi efekt doswiadczen i wynikéw uzys-
kanych podczas migdzynarodowego programu badawczego. Niniejsza metoda badawcza umozliwia umieszczenie pewnych
skutkow zwigzanych z ukladem hormonalnym w kontekscie innych skutkéw toksycznych.

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

3. Przy szacowaniu i ocenie wlasciwosci toksycznych substancji chemicznej oznaczenie toksycznosci doustnej przy zasto-
sowaniu powtarzanego dawkowania mozna prowadzi¢ po uzyskaniu poczatkowej informacji o toksycznosci na podstawie
badan toksycznosci ostrej. Niniejsza metoda badawcza ma na celu zbadanie skutkéw dla wielu réznych potencjalnych
celéw toksycznego dzialania. Dostarcza ona informacji dotyczacych mozliwych zagrozed dla zdrowia, ktdre moga sie
pojawia¢ si¢ pod wplywem wielokrotnego narazenia przez wzglednie ograniczony okres, w tym skutkow dla ukladu
nerwowego, immunologicznego i hormonalnego. W odniesieniu do tych punktéw koficowych metoda powinna stuzy¢ do
identyfikacji zwigzkéw chemicznych o potencjale neurotoksycznym, co moze dawaé podstawy do dalszego doglebnego
badania tego aspektu, jak rowniez zwigzkow chemicznych zaktcajacych fizjologie tarczycy. Metoda ta moze réwniez
dostarcza¢ danych na temat substancji chemicznych, ktére wplywaja na meskie lub Zefiskie narzady rozrodeze u mlodych,
dorostych osobnikoéw zwierzat, i ktérych dzialanie moze wskazywaé na skutki dla ukfadu immunologicznego.

4. Wyniki badaf wykonanych niniejsza metoda badawczg B.7 nalezy wykorzystywal do identyfikacji zagrozen i oceny
ryzyka. Wyniki uzyskane za pomocg parametréw zwigzanych z ukladem hormonalnym nalezy rozpatrywaé w kontekscie
dokumentu »OECD Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals« (»Ramy
koncepcyjne OECD dotyczgce testowania i oceny substancji chemicznych zaburzajacych funkcjonowanie uktadu hormo-
nalnego«) (11). Metoda obejmuje podstawowe badanie toksycznosci wywolanej powtarzanym dawkowaniem, ktére mozna
przeprowadzi¢ w przypadku substancji chemicznych, dla ktérych nie ma obowigzku wykonania badania 90-dniowego (np.
wtedy, gdy wielko$¢ produkcji nie przekracza pewnych limitow) lub jako wstep do badania dlugoterminowego. Czas
trwania narazenia powinien wynosi¢ 28 dni.

5. Wyniki miedzynarodowego programu walidacji parametréw odpowiednich do potencjalnego wykrywania zaburzania
funkcjonowania ukladu hormonalnego przez badang substancje chemiczng pokazaly, Ze jako$¢ danych uzyskanych za
pomocg niniejszej metody badawczej B.7 zalezy w duzym stopniu od doswiadczenia laboratorium prowadzacego badanie.
Dotyczy to w szczegdlnosci histopatologicznego okreslenia cyklicznych zmian w zeniskich narzadach rozrodezych oraz
wyznaczania masy malych, trudnych do wyciecia narzagdéw hormonozaleznych. Opracowano wytyczne dotyczace badan
histopatologicznych (19). S3 one dostepne na publicznej stronie internetowej OECD po§wieconej wytycznym dotyczacym
badan. Wytyczne majg na celu wsparcie patologéw w badaniach i zwigkszenie czulosci oznaczenia. Znaleziono szereg
réznych parametrow, ktore wskazujg na toksycznos$¢ zwigzang z ukladem hormonalnym, i zostaly one wilaczone do
niniejszej metody badawczej. Parametry, dla ktérych brakowato dostepnych danych majacych na celu wykazanie ich
uzyteczno$ci lub dla ktorych w toku programu walidacji uzyskano jedynie stabe dowody na ich przydatnos¢ do wykry-
wania substancji zaburzajacych funkcjonowanie ukladu hormonalnego, zaproponowano jako opcjonalne punkty koficowe

(zob. dodatek 2).

6. Na podstawie danych otrzymanych w procesie walidacji nalezy podkresli¢, ze czulo$¢ tego testu jest niewystarczajaca do
identyfikacji wszystkich substancji o dzialaniu (anty)androgenowym lub (anty)estrogenowym (9). Niniejszej metody badaw-
czej nie stosuje si¢ na takim etapie zycia, na ktorym wystepuje najwicksza wrazliwo$¢ na zaburzanie funkcjonowania
ukladu hormonalnego. Mimo to podczas procesu walidacji za pomoca niniejszej metody badawczej zidentyfikowano
substancje, ktore w malym i duzym stopniu zaburzajg funkcjonowanie tarczycy, jak réwniez substancje silnie i $rednio
zaburzajgce funkcjonowanie ukladu hormonalnego poprzez receptory androgenowe i estrogenowe, jednak w wigkszosci
przypadkéw nie udato si¢ zidentyfikowaé substancji zaburzajacych funkcjonowanie ukladu hormonalnego stabo wplywa-
jacych na receptory estrogenowe i androgenowe. Nie mozna jej zatem uznaé za test przesiewowy dla potencjatu zabu-
rzania funkcjonowania ukladu hormonalnego.

7. A zatem brak skutkéw zwigzanych z tymi sposobami dzialania nie moze by¢ dowodem na brak dzialania na uklad
hormonalny. Nie mozna zatem scharakteryzowaé substancji w zakresie skutkéw zwigzanych z ukladem hormonalnym
tylko na podstawie wynikéw niniejszej metody badawczej — powinna ona by¢ stosowana w ramach podejicia opartego na
wadze dowod6w, obejmujacego wszystkie istniejace dane na temat substancji chemicznej, prowadzacego do scharaktery-
zowania potencjatu zaburzania funkcjonowania ukladu hormonalnego. Z tego powodu decyzje regulacyjne dotyczace
zaburzania funkcjonowania uktadu hormonalnego (charakterystyka substancji) powinny by¢ oparte na ustaleniach wyni-
klych z zastosowania szerokiego podejicia, nie za$ podejmowane tylko na podstawie wynikéw zastosowania niniejszej
metody badawczej.
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8. Uznaje si¢, Ze wszystkie procedury oparte na wykorzystaniu zwierzat beda przeprowadzane zgodnie z lokalnymi
normami dotyczacymi utrzymania zwierzat; opisy ich utrzymania i poddawania dzialaniu substancji podane
ponizej stanowig standardy minimalne, a przepisy lokalne, jesli sa bardziej rygorystyczne, maja przed nimi
pierwszenstwo. Dalsze wskazowki dotyczace humanitarnego traktowania zwierzat podano w dokumencie
OECD (14).

9. Definicje uzytych poje¢ podano w dodatku 1.

ZASADA BADANIA

10. Badana substancja chemiczna jest codziennie podawana doustnie w stopniowanych dawkach kilku grupom
zwierzgt do$wiadczalnych — jeden poziom dawkowania na grupe przez okres 28 dni. Podczas okresu dawko-
wania kazdego dnia zwierzgta s3 dokladnie obserwowane w celu wykrycia oznak toksyczno$ci. Zwierzeta, ktdre
padna lub zostang poddane eutanazji w czasie trwania badania, poddawane sa sekcji zwlok, a przy zakoriczeniu
badania  zwierzeta, ktére  przezyly, réwniez s3  uSmiercane i poddawane sekcji  zwlok.
W 28-dniowym badaniu mozna uzyska¢ informacje na temat skutkéw powtarzanego narazenia droga doustng
i okresli¢ potrzebe przeprowadzenia dalszych badan obejmujacych dluzszy okres. Mozna réwniez uzyskaé
informacje dotyczace wyboru stezeri do badai dlugoterminowych. Dane otrzymane w drodze zastosowania
niniejszej metody badawczej powinny umozliwi¢ scharakteryzowanie toksyczno$ci badanej substancji chemicz-
nej, okreslenie zwiazku dawka-odpowiedz oraz wyznaczenie poziomu dawkowania, przy ktérym nie obserwuje
si¢ szkodliwych zmian (NOAEL).

OPIS METODY
Dobér gatunkéw zwierzat

11. Preferowanym gatunkiem gryzonia jest szczur, cho¢ dopuszcza si¢ wykorzystywanie innych gatunkéw gryzoni.
W przypadku gdy parametry okreslone w niniejszej metodzie badawczej B.7 badane sa z wykorzystaniem
innego gatunku gryzoni, nalezy poda¢ uzasadnienie. Mimo Ze z biologicznego punktu widzenia jest mozliwe,
ze zwierzeta innych gatunkéw beda reagowaé na substancje toksyczne w podobny sposéb do szczurdw,
wykorzystanie gatunkéw mniejszych zwierzat moze spowodowaé zwigkszenie zmiennosci wynikéw z powodu
trudnosci technicznych z sekcjg mniejszych narzadéw. Szczur byl jedynym gatunkiem wykorzystywanym
w migdzynarodowym programie walidacyjnym dotyczacym substancji zaburzajacych funkcjonowanie ukladu
hormonalnego. Zaleca si¢ wykorzystanie zdrowych, mlodych, dorostych zwierzat pochodzacych ze szczepéw
powszechnie wykorzystywanych w laboratoriach. Samice powinny by¢ nierédkami i nie mogag byé w ciazy.
Dawkowanie powinno si¢ rozpoczaé jak najszybciej po odsadzeniu od matki, a w kazdym przypadku przed
ukoriczeniem dziewieciu tygodni. W momencie rozpoczecia badania odchylenia mas ciala wsréd wykorzysty-
wanych zwierzat powinny by¢ jak najnizsze i nie powinny przekraczal * 20 % Sredniej masy ciala u kazdej
z plei. Kiedy przeprowadza si¢ badanie z zastosowaniem powtarzanego dawkowania doustnego jako badanie
wstepne do badania dlugoterminowego, w obu badaniach nalezy uzy¢ zwierzat tego samego szczepu, pocho-
dzacych z tego samego zrdia.

Warunki przetrzymywania i karmienia

12. Wszystkie procedury powinny by¢ zgodne z lokalnymi normami utrzymywania zwierzat laboratoryjnych.
Temperatura w pomieszczeniu, w ktérym przetrzymuje si¢ zwierzgta doswiadczalne, powinna wynosi¢ 22 °C
(£ 3 °C). Wilgotno§¢ wzgledna, poza okresem sprzatania pomieszczenia, powinna wynosi¢ co najmniej 30 %
i raczej ponizej 70 %, nalezy stara¢ si¢ ja utrzymaé na poziomie 50-60 %. O$wietlenie powinno by¢ sztuczne,
w cyklu 12 godzin $wiatta, 12 godzin ciemnodci. Do karmienia mozna stosowaé konwencjonalne pasze
laboratoryjne z nieograniczonym dostgpem do wody pitnej. Na wybdr diety moze mie¢ wplyw potrzeba
zapewnienia odpowiedniej domieszki badanej substancji chemicznej przy podawaniu w ramach niniejszej
metody. Zwierzeta nalezy przetrzymywal razem, w matych grupach skladajacych si¢ z osobnikéw tej samej
plci; mozna je przetrzymywaé pojedynczo, jesli jest to uzasadnione z naukowego punktu widzenia. W przypadku
przetrzymywania w grupach w jednej klatce nalezy umieszczal nie wigcej niz pig¢ zwierzat.

13. Pasz¢ nalezy regularnie analizowaé pod katem obecnosci zanieczyszczen. Probke paszy nalezy zachowaé do
momentu ukofczenia sprawozdania.

Przygotowanie zwierzat

14. Zdrowe mlode doroste osobniki zwierzat sa losowo przypisane do grup kontrolnych oraz grup poddawanych
dziataniu substancji. Klatki nalezy rozmiesci¢ w taki sposob, aby zminimalizowaé potencjalny wplyw ich ukladu.
Zwierzeta sg identyfikowane jednoznacznie i przetrzymywane w klatkach przez co najmniej pig¢ dni przed
rozpoczgciem badania z poddawaniem dziataniu substangji, zeby umozliwi¢ aklimatyzacj¢ do warunkéw labo-
ratoryjnych.

Przygotowanie dawek

15. Badang substancj¢ chemiczng podaje si¢ za pomocg sondy badz wraz z pokarmem lub woda pitng. Metoda
podawania drogg doustng zalezy od celu badania oraz wlasciwosci fizycznych/chemicznych/toksykokinetycznych
badanej substancji chemicznej.

16. W razie potrzeby badang substancje chemiczng rozpuszcza si¢ lub sporzadza si¢ jej zawiesing w odpowiednim
no$niku. Zaleca sig, aby — jezeli to mozliwe — najpierw rozwazy¢ uzycie wodnego roztworu/zawiesiny, nastgpnie
roztworu/emulsji w oleju (np. oleju kukurydzianym), a dopiero potem roztworu w innych no$nikach. W przy-
padku noénikéw innych niz woda charakterystyka toksyczna no$nika musi by¢ znana. Nalezy okresli¢ stabilnos¢
badanej substancji chemicznej w noéniku.
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PROCEDURA
Liczba i pleé¢ zwierzat

17. Dla kazdego poziomu dawkowania nalezy wykorzysta¢ co najmniej 10 zwierzat (pie¢ samic i pig¢ samcéw).
Jezeli planowana jest eutanazja zwierzat w trakcie trwania do$wiadczenia, ich liczba powinna zostaé powigk-
szona o liczbe zwierzat, ktore maja by¢ poddane eutanazji przed zakonczeniem badania. Nalezy rozwazy¢
wlaczenie dodatkowej satelitarnej grupy 10 zwierzgt (po 5 kazdej plci) do grupy kontrolnej i grupy otrzymujacej
najwyzsze dawki w celu obserwacji odwracalnosci, trwalosci lub opdéznionego wystepowania skutkéw toksycz-
nych przez co najmniej 14 dni po zakoniczeniu podawania substancji.

Dawkowanie

18. Zasadniczo nalezy wykorzysta¢ co najmniej trzy grupy badane i grupe kontrolng, jednak jezeli z oceny innych
danych nalezatoby oczekiwaé braku objawdw przy dawce 1 000 mg/kg masy ciata/dzief, mozna przeprowadzic
badanie graniczne. Jezeli nie s3 dostgpne odpowiednie dane, mozna wykona¢ badanie ustalajace zakres
(z wykorzystaniem zwierzat tego samego szczepu, pochodzacych z tego samego Zrédla) w celu okreslenia
dawek, ktore maja by¢ zastosowane. Z wyjatkiem poddawania dzialaniu badanej substancji chemicznej, zwie-
rzgta z grupy kontrolnej nalezy traktowaé w taki sam sposéb jak zwierzeta z grup badanych. Jezeli przy
podawaniu badanej substancji chemicznej jest stosowany noénik, grupa kontrolna powinna otrzymaé najwicksza
uzyta objeto$¢ nosnika.

19. Poziomy dawkowania nalezy dobiera¢ przy uwzglednieniu wszelkich istniejacych danych o toksycznosci i danych
(toksyko)kinetycznych dostgpnych dla badanej substancji chemicznej lub powigzanych zwigzkéw chemicznych.
Nalezy wybra¢ taki najwyzszy poziom dawkowania, ktéry powoduje oznaki toksycznosci, ale nie zgon lub silne
cierpienie. Nastepnie nalezy dobiera¢ poziomy dawkowania w sekwencji malejacej w taki sposdb, aby ukazad
wszystkie reakcje powigzane z dawkowaniem i brak obserwowanych szkodliwych zmian przy najmniejszym
poziomie dawkowania (NOAEL). Czgsto do ustalenia malejacych pozioméw dawkowania optymalne jest zasto-
sowanie pozioméw dawkowania réznigcych si¢ od dwu- do czterokrotnie, a zamiast stosowaé bardzo odlegle
(np. réznigce si¢ wigcej niz 10-krotnie) poziomy dawkowania, czesto lepiej jest dodal czwartg grupe badana.

20. Jesli obserwowana jest ogélna toksyczno$¢ (np. zmniejszenie masy ciala, wplyw na watrobe, serce, ptuca lub
nere iitp.) badZ inne zmiany, ktére nie muszg by¢ efektami toksycznymi (np. zmniejszone pobieranie pokarmu,
powiekszenie watroby), interpretacji obserwowanych skutkéw dla punktéw koncowych w postaci wplywu na
uklad immunologiczny, neurologiczny lub hormonalny nalezy dokonywa¢ ostroznie.

Badanie graniczne

21. Jezeli badanie przy jednym poziomie dawkowania réwnym co najmniej 1 000 mg/kg masy ciala/dzien lub,
w przypadku podawania w pozywieniu lub wodzie pitnej, réwnowaznemu procentowi w pozywieniu lub
wodzie pitnej (okreslonemu na podstawie masy ciala), przy zastosowaniu procedur opisanych dla tego badania,
nych zwigzkéw nie nalezaloby spodziewal si¢ toksycznosci, pelne badanie przy uzyciu trzech pozioméw
dawkowania moze nie by¢ konieczne. Takie badanie graniczne stosuje si¢ z wyjatkiem przypadkéw, w ktérych
narazenie ludzi wskazuje na koniecznos¢ uzycia wyzszego poziomu dawkowania.

Podawanie dawek

22. Zwierzgtom podaje si¢ badang substancje chemiczng codziennie, siedem dni w tygodniu przez okres 28 dni.
Gdy badana substancja chemiczna jest podawana przez sonde, nalezy ja podawaé zwierzetom w pojedynczej
dawce przy uzyciu sondy zotadkowej lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej. Maksymalna objeto$¢ cieczy, jaka
mozna podaé jednorazowo, zalezy od wielkosci badanego zwierzgcia. Objeto$¢ ta nie powinna przekraczal
1 ml/100 g masy ciala, oprécz roztworéw wodnych, w przypadku ktérych mozna zastosowaé 2 ml/100 g masy
ciala. Z wyjatkiem draznigcych i zracych substancji chemicznych, dla ktérych zazwyczaj przy wyzszych steze-
niach wystepuja zaostrzone objawy, nalezy zminimalizowal zmienno$¢ objetoSci substancji badanej przez
dostosowanie stezenia tak, aby przy wszystkich poziomach dawkowania objgto$¢ byla stata.

23. W przypadku substancji chemicznych podawanych w pokarmie lub wodzie pitnej wazne jest dopilnowanie, aby
takie ilosci badanej substancji chemicznej nie zakl6caly normalnego odzywiania ani bilansu wodnego orga-
nizmu. Przy podawaniu badanej substancji chemicznej wraz z pokarmem mozna zastosowaé stale stezenie
w pokarmie (ppm) lub tez staly poziom dawki w odniesieniu do masy ciala zwierzgcia; trzeba podaé zastoso-
wany wariant. W przypadku podawania substancji chemicznej przez sonde¢ dawke nalezy podawac kazdego dnia
o zblizonej porze i w razie koniecznosci modyfikowa¢, aby utrzymaé staly poziom dawkowania w odniesieniu
do masy ciata zwierz¢cia. W przypadku gdy badanie z powtarzanym dawkowaniem jest przeprowadzane jako
badanie wstgpne do badania dlugoterminowego, nalezy w obu badaniach stosowaé podobng diete.

Obserwacje

24. Okres obserwacji powinien wynosi¢ 28 dni. Zwierzgta z grupy satelitarnej przeznaczone do obserwacji uzupel-
niajacych nalezy trzymac co najmniej 14 dni bez podawania substancji w celu wykrycia opéZnionego pojawienia
si¢, utrzymywania lub ustgpienia oznak toksycznosci.

25. Ogdlne obserwagje kliniczne nalezy przeprowadzaé co najmniej raz dziennie, najlepiej o tej samej porze kazdego
dnia, biorac pod uwage szczytowy okres wystgpowania przewidywanych objawéw po dawkowaniu. Nalezy
rejestrowad stan zdrowia zwierzat. Co najmniej dwa razy dziennie wszystkie zwierzeta poddaje si¢ obserwacjom
pod katem zachorowalnosci i $miertelnosci.
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26. Dla wszystkich zwierzat nalezy przeprowadzal szczegétowe obserwacje kliniczne: jeden raz przed pierwszym
narazeniem (w celu umozliwienia poréwnania badanych zwierzat), a nastepnie co najmniej raz w tygodniu.
Obserwagji nalezy dokonywac poza klatkg zwierzecia, najlepiej w warunkach standardowych i za kazdym razem
o tej samej porze. Obserwacje nalezy starannie odnotowywac¢, najlepiej za pomoca systeméw punktacji wyraznie
okrelonych przez laboratorium badawcze. Nalezy dotozy¢ staran w celu dopilnowania, aby odchylenia w warun-
kach badania byly minimalne, preferowane jest prowadzenie obserwacji przez osoby, ktére nie wiedzg, jaka
substancja jest podawana. Odnotowane objawy powinny obejmowac migdzy innymi zmiany w skorze, futrze,
oczach, blonach $luzowych, wystapienie wydzielin i wydalin oraz aktywno$¢ autonomicznej czgéci ukladu
nerwowego (np. lzawienie, piloerekcje, rozmiar Zrenicy, nietypowy rytm oddychania). Nalezy odnotowaé
takze zmiany w sposobie chodzenia, postawie i reakcji na dotyk, jak réwniez obecno$¢ ruchéw klonicznych
lub tonicznych, zachowan stereotypowych (np. nadmierne czyszczenie sig, powtarzajace si¢ krazenie w kotko)
oraz dziwnych zachowan (np. samookaleczanie si¢, chodzenie do tylu) (2).

27. W czwartym tygodniu narazenia nalezy przeprowadzi¢ oceng reaktywno$ci sensorycznej na rdéznego typu
bodzce (2) (np. bodzce stuchowe, wzrokowe i proprioceptywne) (3) (4) (5), oceng sily uchwytu (6) i aktywnosci
motorycznej (7). Dalsze szczegblowe informacje na temat procedur, jakie mozna zastosowac, podano w odnos-
nych Zrédlach literaturowych. Mozna jednak zastosowaé réwniez procedury inne niz te podane w bibliografii.

28. Obserwacje czynno$ciowe przeprowadzane w czwartym tygodniu narazenia mozna pomingé, gdy badanie
prowadzone jest jako badanie wstepne do pdzniejszego (90-dniowego) badania toksycznosci podprzewlekle;.
W takim przypadku obserwacje czynnosciowe nalezy zamie$ci¢ w tym badaniu uzupelniajgcym. Z drugiej
strony, dostepnos$¢ danych dotyczacych obserwacji czynnosciowych z badania z powtarzanym dawkowaniem
moze zwigkszy¢ mozliwosci doboru pozioméw dawkowania do celéw pdzniejszego badania toksycznosci
podprzewleklej.

29. Wyjatkowo mozna poming¢ obserwacje czynnoSciowe réwniez w odniesieniu do grup, ktére oprocz tego
przejawiaja oznaki toksyczno$ci nasilone na tyle, Ze moglyby znacznie zaktéci¢ wykonanie badania czynno-
$ciowego.

30. Podczas sekcji zwlok mozna (opcjonalnie) okreslic cykl estrogenowy wszystkich samic za pomocg rozmazéw
Sluzéwki pochwy. Z tych obserwacji uzyskuje si¢ informacje dotyczace etapu cyklu estrogenoweo w momencie
u$miercenia zwierzecia oraz dane do oceny histologicznej tkanek wrazliwych na dzialanie estrogenéw [zob.
wytyczne dotyczace histopatologii (19)].

Masa ciala i spozycie pokarmu/wody

31. Wszystkie zwierzeta nalezy wazy¢ przynajmniej raz na tydzien. Pomiaréw spozycia pokarmu nalezy dokonywaé
nie rzadziej niz co tydzie. Jesli badana substancja chemiczna jest podawana w wodzie pitnej, nalezy mierzy¢
réwniez spozycie wody, nie rzadziej niz raz w tygodniu.

Hematologia

32. Pod koniec okresu badania nalezy przeprowadzi¢ nastgpujace analizy hematologiczne: hematokryt, stezenie
hemoglobiny, liczba erytrocytéw, liczba retikulocytéw, catkowita i roznicowa liczba leukocytéw, liczba plytek
krwi i pomiar czasu krzepnigcia krwi. Jesli badana substancja chemiczna lub jej potencjalne metabolity maja
wlasciwosci utleniajace lub podejrzewa sig, Ze moga miec takie wlaSciwosci, nalezy réwniez przeprowadzi¢ inne
oznaczenia, w tym stezenia methemoglobiny i ciatek Heinza.

33. Prébki krwi nalezy pobieral z wyznaczonego miejsca tuz przed eutanazja zwierzat lub jako element jej proce-
dury, i przechowywaé w odpowiednich warunkach. Zwierz¢ta w noc przed eutanazja nie powinny otrzymywac
pokarmu (1).

Biochemia kliniczna

34. Oznaczenia parametrow biochemii klinicznej w celu zbadania gtéwnych skutkow toksycznych w tkankach, a w
szczeg6lnosci skutkdw dla nerek i watroby, nalezy wykonad na probkach krwi pobranych od kazdego zwierzecia
tuz przed eutanazja lub jako element jej procedury (z wyjatkiem zwierzat, ktore przed zakonczeniem badania
znalazly si¢ w stanie agonalnym lub zostaly usmiercone). Badania osocza i surowicy musza obejmowac ozna-
czenia sodu, potasu, glukozy, cholesterolu catkowitego, mocznika, kreatyniny, catkowitego biatka i albuminy, co
najmniej dwéch enzyméw wskazujacych na stan komorek watroby (takich jak aminotransferaza alaninowa,
aminotransferaza asparaginianowa, fosfataza alkaliczna, transpeptydaza gammaglutamylowa i dehydrogenaza
glutaminianowa) oraz kwasow zélciowych. W pewnych okolicznosciach przydatnych informacji moga dostar-
czy¢ pomiary dodatkowych enzyméw (pochodzenia watrobowego lub innego) oraz bilirubiny.

35. Opcjonalnie mozna w ciggu ostatniego tygodnia badan przeprowadzi¢ nastgpujgce oznaczenia analityczne
w moczu przy uzyciu zebranej w okreSlonym czasie objetoSci moczu: wyglad, objetosé, osmolalnosé lub
masa wlasciwa, pH, biatko, glukoza i krew/komorki krwi.

(") W odniesieniu do niektérych pomiaréw dotyczacych surowicy i osocza, w szczegélnosci dla glukozy, zaleca si¢ wstrzymanie poda-
wania pokarmu przez noc. Zalecenie to wynika glownie z faktu, ze zwigkszona zmienno$¢, ktérg nieuchronnie powoduje brak
wstrzymania podawania pokarmu, czesto maskuje bardziej subtelne skutki, co utrudnia interpretacje wynikéw. Z drugiej strony jednak
wstrzymanie podawania pokarmu przez noc moze wplywaé na ogélny metabolizm zwierzat i w szczeg6lnosci w badaniach zywie-
niowych moze zakl6ca¢ dzienne narazenie na dzialanie badanej substancji chemicznej. Jezeli przyjete jest wstrzymanie podawania
pozywienia przez cala noc, biochemiczne oznaczenia kliniczne nalezy wykonal po przeprowadzeniu obserwacji czynno$ciowych
w czwartym tygodniu badania.
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36. Ponadto nalezy rozwazy¢ zastosowanie do badan osocza lub surowicy znacznikéw ogélnego uszkodzenia
tkanek. Inne oznaczenia, ktére nalezy wykona¢, jezeli znane wlasciwosci badanej substancji chemicznej moga
wplywaé na pokrewne profile metaboliczne lub podejrzewa si¢ taki wplyw, obejmujg oznaczenia wapnia,
fosforanéw, tréjglicerydéw, poszczegblnych hormonéw i pseudocholinesterazy. Nalezy je okresli¢ dla substancii
chemicznych nalezacych do niektérych klas lub indywidualnie w kazdym przypadku.

37. Mimo ze w toku migdzynarodowej oceny punktéw koncowych zwigzanych z ukladem hormonalnym nie
wykazano oczywistych zalet oznaczania hormondw tarczycy (T3, T,) i TSH, uzyteczne moze by¢ zachowanie
prébek osocza lub surowicy w celu zmierzenia pozioméw Tj, T, i TSH (opcjonalnie), jezeli istniejg przypusz-
czenia co do skutkéw dla osi przysadkowo-tarczycowej. Probki te mozna przechowywaé w stanie zamrozonym,
w temperaturze -20 °C. Na zmiennos¢ i wartodci bezwzgledne stezen przy oznaczaniu hormonéw moga mieé

wplyw nastepujace czynniki:
— czas uSmiercenia zwierz¢cia w zwiagzku z dobowa zmiennoscig stezen hormondw,

— metoda u$miercenia zastosowana w celu unikniecia zbednego stresu dla zwierzat mogacego wplynaé na
stezenia hormondw,

— zestawy do oznaczania hormondw, ktérych krzywe standardowe moga si¢ réznic.

Wyniki identyfikacji substancji chemicznych dzialajacych na tarczyce uzyskane na podstawie analizy histopato-
logicznej sg bardziej wiarygodne niz identyfikacja na podstawie pozioméw hormondw.

38. Probki osocza przeznaczone konkretnie do oznaczenia poziomu hormonéw nalezy pobiera o poréwnywalnej
porze dnia. Zaleca si¢, aby na podstawie zmian histopatologicznych w tarczycy rozwazy¢ oznaczenie Ts, T,
i TSH. Wartosci liczbowe uzyskane w toku analizy stezeri hormonéw rdznig si¢ w zaleznosci od zastosowanego
dostgpnego w handlu zestawu testowego. Uzyskanie kryteriéw w oparciu o jednorodne dane historyczne moze
zatem by¢ niemozliwe. Alternatywnie laboratoria powinny dazy¢ do utrzymywania kontrolnych wspdlczyn-
nikéw zmiennosci ponizej 25 w odniesieniu do Ty i T4, a w odniesieniu do TSH — ponizej 35. Wszystkie
stezenia zapisuje si¢ w ng/ml.

39. Jezeli historyczne dane odniesienia s3 niewystarczajace, nalezy rozwazy¢ oznaczenie zmiennych hematologicz-
nych i biochemii klinicznej przed rozpoczgciem podawania dawek lub, lepiej, w grupie zwierzat niebedacych
zwierzetami do$wiadczalnymi.

PATOLOGIA
Pelne rozpoznanie histopatologiczne

40. Wszystkie zwierz¢ta w badaniu podlegaja szczegétowemu pelnemu rozpoznaniu histopatologicznemu, ktére
obejmuje staranne badanie zewngtrznej powierzchni ciala, wszystkich otwordw ciala, jamy czaszkowej, klatki
piersiowej i jamy brzusznej oraz ich zawarto$ci. Watroba, nerki, nadnercza, jadra, najadrza, prostata + peche-
rzyki nasienne wraz z gruczotami koagulujacymi jako calo$¢, grasica, Sledziona, mézg i serce wszystkich
zwierzat (z wyjatkiem tych, ktére przed zakofczeniem badania znalazly si¢ w stanie agonalnym lub zostaly
u$miercone) powinny by¢ odpowiednio okrojone z wszelkich przylegajacych tkanek i nalezy niezwlocznie po
sekgji zmierzy¢ ich mokra mas¢ w celu zapobiezenia wyschnigciu. Nalezy zachowaé ostrozno$¢ przy okrajaniu
zespotu prostaty, aby uniknaé przebicia wypelnionych plynem pecherzykéw nasiennych. Alternatywnie mozna
okroi¢ i zwazy¢ pecherzyki nasienne i prostate po utrwaleniu.

41. Ponadto opcjonalnie mozna zwazy¢ kolejne dwa zespoly tkanek niezwlocznie po przeprowadzeniu sekeji w celu
uniknigcia wyschnigcia: pare jajnikéw (mokra masa) i macicg wraz z szyjka (wytyczne w zakresie wycinania
i przygotowania tkanek macicy w celu pomiaru masy podane s3 w OECD TG 440 (18)).

42. Mase tarczycy mozna (opcjonalnie) okresli¢c po utrwaleniu. Nalezy zachowa¢ duza ostroznos$¢ przy okrawaniu
i wykonywa¢ je dopiero po utrwaleniu, w celu uniknigcia uszkodzenia tkanek. Mogloby ono zaktéci¢ analize
histopatologiczna.

43. Nastepujace tkanki nalezy zachowaé w roztworze utrwalajagcym najbardziej odpowiednim zaréwno dla rodzaju
tkanki, jak i planowanego péZniejszego badania histopatologicznego (zob. punkt 47): wszystkie makroskopowe
zmiany patologiczne, mozg (reprezentatywne regiony, w tym kresomoézgowie, mézdzek i most), rdzen kregowy,

oko, zoladek, jelito cienkie i grube (w tym kepki Peyera), watrobe, nerki, nadnercza, $ledziong, serce, grasice,
tarczyce, tchawice i pluca (zakonserwowane przez napelnienie $rodkiem utrwalajacym i nastgpnie zanurzenie),

gonady (jadra i jajniki), plciowe narzady dodatkowe (macic¢ i szyjke¢ macicy, najadrza, prostate + pecherzyki
nasienne wraz z gruczotami koagulujacymi), pochwe, pecherz moczowy, wezly chlonne [poza najblizszym
weztem chfonnym nalezy pobral inny wezel w zalezno$ci od do$wiadczenia laboratorium (15)], nerw obwo-
dowy (kulszowy lub piszczelowy), najlepiej w bliskiej odleglosci od migénia, migsien szkieletowy i ko$¢ szkie-
letowa wraz ze szpikiem kostnym (wycinek lub ewentualnie $wiezo pobrany szpik kostny). Zaleca si¢ utrwalenie
jader poprzez zanurzenie w utrwalaczu Bouina lub zmodyfikowanym utrwalaczu Davidsona (16) (17). Blong
bialawg trzeba delikatnie i plytko przektu¢ igla na obu biegunach narzadu w celu umozliwienia szybkiego
przeniknigcia plynu utrwalajacego do utrwalacza. Wyniki badai Klinicznych i innych testéw moga wskazaé
na konieczno§¢ zbadania dodatkowych tkanek. Organy uznane w oparciu o znane wiasciwosci badanej
substancji chemicznej za prawdopodobne organy docelowe takze nalezy zachowac.
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44, Waznych wskazéwek co do efektéw zwigzanych z ukladem hormonalnym moga dostarczy¢ badania nastgpu-
jacych tkanek: gonad (jajnikéw i jader), plciowych narzadéw dodatkowych (macicy wraz z szyjka, najadrzy,
pecherzykow nasiennych z gruczolami koagulacyjnymi, czeSci grzbietowo-bocznej i brzusznej prostaty),
pochwy, przysadki mézgowej, meskich gruczotéw mlekowych, tarczycy i gruczolu nadnerczowego. Zmiany
w meskich gruczotach mlekowych nie sg zbyt dobrze udokumentowane, ale parametr ten moze by¢ bardzo
czuly na substancje o dzialaniu estrogenowym. Badania organéw/tkanek niewymienionych w pkt 43 sa opcjo-
nalne (zob. dodatek 2).

45. W wytycznych dotyczacych histopatologii (19) podano dodatkowe informacje dotyczace wycinania, utrwalania,
dzielenia i histopatologii tkanek ukladu hormonalnego.

46. W migdzynarodowym programie badawczym uzyskano dowody na to, Ze nieznaczne skutki dzialania na uklad
hormonalny substancji chemicznych o niewielkiej sile dzialania na homeostaze hormonéw plciowych mozna
wykry¢é poprzez zakl6cenie synchronizacji cyklu estrogenowego w réznych tkankach, nie za$ poprzez
bezposrednie zmiany histopatologiczne w zefiskich organach plciowych. Mimo ze definitywne dowody na
takie oddzialywanie nie s3 znane, zaleca si¢ uwzglednienie dowodéw na mozliwg desynchronizacje cyklu
estrogenowego w interpretacji badan histopatologicznych jajnikéw (komérek pecherzykowych, ostonkowych
i warstwy ziarnistej pecherzyka Graffa), macicy, szyjki macicy oraz pochwy. W poréwnaniu tym mozna
uwzgledni¢ réwniez etap cyklu estrogenowego okreSlony na podstawie rozmazéw $luzéwki pochwy, o ile
wykonano taka ocene.

Histopatologia

47. Pelne badanie histopatologiczne nalezy przeprowadzi¢ na zakonserwowanych narzadach i tkankach wszystkich
zwierzat z grupy kontrolnej i grupy otrzymujacej najwyzsze dawki. Badania te powinny by¢ rozciggnigte na
wszystkie inne grupy badane, jesli w grupie otrzymujacej najwyzsze dawki obserwuje si¢ zmiany zwigzane
z dzialaniem substanciji.

48. Wszystkie makroskopowe zmiany patologiczne musza by¢ zbadane.

49. Jesli wykorzystuje si¢ grupe satelitarna, nalezy przeprowadzi¢ badanie histopatologiczne tych tkanek i organéw,
w ktérych — w grupach otrzymujacych substancje badang — stwierdzono skutki podania substancji.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Dane

50. Nalezy przedstawi¢ dane dotyczace poszczegdlnych zwierzat. Ponadto wszystkie dane nalezy zestawi¢ w postaci
tabeli, przedstawiajac w odniesieniu do kazdej badanej grupy liczbe zwierzat na poczatku badania, liczbe
zwierzat padlych w trakcie trwania badania lub poddanych eutanazji z przyczyn humanitarnych wraz z okre-
Sleniem czasu zgonu lub eutanazji, liczbe zwierzat wykazujacych oznaki toksycznosci, opis obserwowanych
oznak toksycznoéci, w tym czas ich pojawienia si¢, czas trwania, nasilenie wszelkich skutkéw toksycznych,
liczb¢ zwierzat wykazujacych zmiany patologiczne, typ takich zmian, ich nasilenie oraz procent zwierzat
wykazujacych kazdy typ zmiany.

51. O ile to mozliwe, wyniki liczbowe nalezy poddawaé ocenie za pomoca wiasciwych i ogélnie przyjetych metod
statystycznych. Przy pordéwnywaniu skutkéw dla réznych dawek nalezy unikaé stosowania wielokrotnego
poréwnywania testem t-Studenta. Metody statystyczne nalezy wybra¢ podczas planowania badania.

52. Proponuje si¢, aby do celow kontroli jakoSci zbiera¢ historyczne dane kontrolne i obliczaé wspotczynniki
zmienno$ci dla danych liczbowych, szczegdlnie w odniesieniu do parametréw zwigzanych z wykrywaniem
substancji zakl6cajacych funkcjonowanie ukladu hormonalnego. Dane te mozna wykorzysta¢ do celéw porow-
nawczych przy ocenie biezacych badan.

Sprawozdanie z badania

53. Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ nastgpujace informacje:
Badana substancja chemiczna
— cechy fizyczne, czysto$¢ i wlasnosci fizykochemiczne,
— dane identyfikacyjne.
Nosnik (w stosownych przypadkach)

— uzasadnienie wyboru nos$nika (jezeli jest inny niz woda).
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Zwierzgta badane

— wykorzystany gatunek/szczep,

— liczba, wiek i ple¢ zwierzat,

— zZrédlo, warunki przebywania, pokarm itp.,

— masa ciala poszczegdlnych zwierzat na poczatku badania,
— uzasadnienie wyboru gatunku, jesli jest inny niz szczur.
Warunki badania

— uzasadnienie wyboru poziomu dawek,

— szczeglly dotyczace postaci uzytkowej badanej substancji chemicznej/przygotowania pokarmu, osiagniete
stezenie, stabilnos¢ i jednorodnos¢ preparatu,

— szczeglly dotyczace podawania badanej substancji chemicznej,

— wskaznik konwersji stezenia badanej substancji chemicznej w pokarmie/wodzie pitnej (ppm) do dawki
rzeczywistej (mg/kg masy ciata/dzien), jesli ma to zastosowanie,

— szczegbdlowe informacje na temat jakosci pokarmu i wody.

Opcjonalne badane punkty koricowe

— lista opcjonalnych badanych punktéw koncowych.

Wyniki

— masa ciala/zmiany masy ciala,

— dane dotyczace spozycia pokarmu oraz wody, w stosownych przypadkach,

— dane dotyczace efektu toksycznego wedlug plci i poziomu dawki, w tym oznaki toksycznosci,

— rodzaj, nasilenie i czas trwania obserwowanych objawow klinicznych (tak odwracalnych, jak i nieodwracal-

nych),
— oceny aktywnosci sensorycznej, sity uchwytu i aktywnosci motorycznej,
— badania hematologiczne wraz z odpowiednimi wartodciami odniesienia,
— badania biochemii klinicznej wraz z odpowiednimi warto$ciami odniesienia,
— masa ciala w momencie eutanazji oraz dane dotyczace masy organdw,
— wyniki sekcji zwlok,
— szczegblowy opis wszystkich wynikéw badan histopatologicznych,
— dane dotyczace wchlaniania, jesli sa dostepne,
— w stosownych przypadkach statystyczne opracowanie wynikéw.
Omdwienie wynikow.

Whioski.
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Dodatek 1

DEFINICJE

Dzialanie androgenowe jest to zdolno$¢ substancji chemicznej do dzialania przypominajacego dzialanie naturalnego
hormonu androgenowego (np. testosteronu) w organizmach ssakow.

Dzialanie antyandrogenowe jest to zdolno$¢ substancji chemicznej do hamowania dzialania naturalnego hormonu
androgenowego (np. testosteronu) w organizmach ssakow.

Dzialanie antyestrogenowe jest to zdolno$¢ substancji chemicznej do hamowania dzialania naturalnego hormonu
estrogenowego (np. 178-estradiolu) w organizmach ssakéw.

Dzialanie antytyroidowe jest to zdolno$¢ substancji chemicznej do hamowania dzialania naturalnego hormonu
tarczycy (np. T3) w organizmach ssakow.

Dawkowanie jest to okreslenie ogélne obejmujace wysokos$¢ dawki, czestotliwo$¢ jej podawania i czas trwania poda-
wania substancji.

Dawka jest to ilo$¢ podawanej badanej substancji chemicznej. Dawke wyraza si¢ jako mase badanej substancji chemicznej
na jednostke¢ masy ciala zwierzecia do$wiadczalnego na dzien (np. mg/kg masy ciala/dzier) lub jako stale stezenie
w diecie.

Wyrazna toksyczno$¢ jest to okreslenie ogolne opisujace wyrazne oznaki toksycznosci wystepujace po podaniu badanej
substancji chemicznej. Powinny one by¢ wystarczajace do oceny ryzyka i takie, ze mozna oczekiwal, iz zwigkszenie
podawanej dawki spowoduje pojawienie si¢ silnych oznak toksycznosci i prawdopodobna $miertelno$é.

NOAEL jest to skrét oznaczajacy poziom dawkowania, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian. Jest to
najwyzszy poziom dawkowania, przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych efektéw zwigzanych z podawaniem
substancji na skutek jej podawania.

Dzialanie estrogenowe jest to zdolno§¢ substancji chemicznej do dzialania przypominajacego dziatanie naturalnego
hormonu estrogenowego (np. 178-estradiolu) w organizmach ssakow.

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomocg niniejszej metody badawczej.

Dzialanie tyroidowe jest to zdolno$¢ substancji chemicznej do dzialania przypominajacego dziatanie naturalnego
hormonu tarczycy (np. T3) w organizmach ssakéw.

Walidacja jest to proces naukowy majacy na celu scharakteryzowanie wymogéw operacyjnych i ograniczen metody
badawczej i wykazanie jej wiarygodnosci oraz odpowiednio$ci do danego celu.
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Dodatek 2

Punkty koficowe zalecane do wykrywania substancji zaburzajacych funkcjonowanie ukladu hormonalnego
w niniejszej metodzie badawczej B.7

Obowigzkowe punkty koficowe Opcjonalne punkty koncowe
Masa
— Jadra — Jajniki
— Najadrza — Macica wraz z szyjka
— Nadnercza — Tarczyca
— Prostata + pecherzyki nasienne wraz z gruczolami
koagulujacymi
Histopatologia
— Gonady: — Rozmazy $luzéwki pochwy
— Jadra oraz — Megskie gruczoly mlekowe
— Jajniki — Przysadka moézgowa

— Plciowe narzady dodatkowe:
— Najadrza,

— Prostata + pecherzyk nasienny wraz z gruczolami
koagulujgcymi

— Macica wraz z szyjka
— Nadnercze
— Tarczyca

— Pochwa

Pomiar poziomu hormonéw

— Poziomy T; i T4 we krwi

— Poziomy TSH we krwi
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B.8. TOKSYCZNOSC PODOSTRA — NARAZENIE INHALACYJNE: BADANIE 28-DNIOWE

STRESZCZENIE

Niniejsza zmieniong metode badawcza B.8 opracowano w celu otrzymania pelnej charakterystyki toksycznosci
badanej substancji chemicznej wskutek narazenia inhalacyjnego po powtarzanym narazeniu przez ograniczony
okres (28 dni) oraz uzyskania danych na potrzeby ilosciowych ocen ryzyka dotyczacego narazenia inhalacyjnego.
Grupy co najmniej 5 samcéw i 5 samic gryzoni s3 w ciagu 28 dni przez 6 godzin dziennie narazane na dzialanie:

a) badanej substancji chemicznej przy co najmniej trzech poziomach stezenia; b) powietrza filtrowanego (ujemna
grupa kontrolna); lub ¢) nosnika (grupa kontrolna nosnika). Na ogél zwierzeta narazane sg na dzialanie substancji
przez

5 dni w tygodniu, ale narazenie przez 7 dni w tygodniu réwniez jest dozwolone. Zawsze bada si¢ samce i samice,
lecz jesli wiadomo, Ze jedna ple¢ jest bardziej podatna na dang badang substancj¢ chemiczna, zwierzeta réznych plei
moga by¢ poddane narazeniu przy rdznych poziomach stezenia. Metoda ta pozwala kierownikowi badania na
elastyczno$¢, jezeli chodzi o wlaczenie do badania grup satelitarnych (badania odwracalnosci), ptukania oskrze-
lowo-pecherzykowego, testow neurologicznych oraz dodatkowych badan z zakresu patologii klinicznej i histopato-
logicznych w celu lepszego scharakteryzowania toksycznosci badanej substancji chemiczne;.

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest rOwnowazna metodzie opisanej w dotyczgcej badan wytycznej OECD nr 412
(OECD TG 412) (2009). Pierwotna dotyczacg badan podostrej toksycznosci inhalacyjnej wytyczna nr 412 (TG
412) przyjeto w 1981 r. (1). Niniejsza metoda badawcza B.8 (réwnowazna zmienionej wytycznej TG 412)
zostala zaktualizowana w celu odzwierciedlenia stanu wiedzy naukowej oraz zaspokojenia obecnych i przyszlych
potrzeb regulacyjnych.

2. Niniejsza metoda umozliwia scharakteryzowanie szkodliwych zmian w nastg¢pstwie powtarzanego codziennego
narazenia inhalacyjnego na dzialanie badanej substancji chemicznej przez 28 dni. Dane pochodzace z 28-
dniowych badan podostrej toksycznosci inhalacyjnej moga byé wykorzystywane do ilosciowych ocen ryzyka
[o ile nie zostanie nastgpnie przeprowadzone 90-dniowe badanie toksycznosci podprzewleklej wskutek nara-
zenia inhalacyjnego (rozdzial B.29 niniejszego zalacznika)]. Z danych tych mozna réwniez uzyska¢ informacje
dotyczace doboru stezen do badan dluzszych, takich jak 90-dniowe badanie podprzewleklej toksycznosci
inhalacyjnej. Niniejsza metoda badawcza nie jest przeznaczona do badania nanomaterialéw. Definicje stosowane
w kontekscie niniejszej metody badawczej znajduja si¢ na koricu tego rozdziatu i w wytycznych (GD) nr 39 (2).


http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
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WSTEPNE ROZWAZANIA

Przed przeprowadzeniem badania laboratorium badawcze powinno wzial pod uwage wszystkie dostepne
informacje na temat badanej substancji chemicznej w celu poprawienia jakosci badania oraz zminimalizowania
wykorzystania zwierzat. Informacje, ktére beda pomocne w wyborze odpowiednich badanych stezen, moga
obejmowaé nazwe chemiczng, strukture chemiczng i wlasciwosci fizykochemiczne badanej substancji chemicz-
nej; wyniki wszelkich badan toksycznosci in vitro lub in vivo; przewidywane zastosowania i potencjalne nara-
zenie ludzi; dostgpne dane dotyczace (Q)SAR i dane toksykologiczne dotyczace strukturalnie powiazanych
zwigzkéw oraz dane pochodzace z badan ostrej toksycznosci inhalacyjnej. Jezeli w trakcie badania oczekiwana
lub obserwowana jest neurotoksycznos¢, kierownik badania moze zdecydowaé o wlgczeniu do badania odpo-
wiednich ocen, takich jak zestaw badaf czynno$ciowych i obserwacyjnych i pomiar aktywnosci motoryczne;j.
Mimo ze w przypadku okreSlonych badari decydujace znaczenie moze mie¢ termin narazenia na dzialanie
substangji, przeprowadzanie tych dodatkowych czynnosci nie powinno kolidowaé z podstawowym projektem
badania.

Rozcieficzenia badanych substancji chemicznych majacych dzialanie zrace lub draznigce mozna badaé przy
stezeniach, ktére dadza pozadany stopien toksycznosci [zob. GD 39 (2)]. Podczas narazania zwierzat na
dzialanie tych substancji stezenia docelowe powinny by¢ na tyle niskie, aby nie powodowa¢ silnego bdlu
i stresu, a zarazem wystarczajace do przedluzenia krzywej stezenie-odpowiedz do pozioméw, ktére pozwalajg
osiagna¢ regulacyjny i naukowy cel badania. St¢zenia te nalezy wybiera¢ indywidualnie dla kazdego przypadku,
najlepiej w oparciu o odpowiednio zaprojektowane badanie ustalajace zakres, ktére dostarcza informacji na
temat krytycznego punktu koncowego, wszelkich progéw powodujacych dzialanie draznigce oraz czasu poja-
wienia si¢ objawow (zob. pkt 11-13). Nalezy podaé uzasadnienie wyboru stezenia.

Zwierzgta w stanie agonalnym oraz zwierzeta wykazujace oczywiste oznaki bolu czy objawy ostrego i przewle-
klego stresu powinny zosta¢ u§miercone w sposéb humanitarny. Zwierzeta w stanie agonalnym traktuje si¢ tak
samo jak zwierzeta padle w trakcie badania. Kryteria podejmowania decyzji co do u$miercenia zwierzat w stanie
agonalnym lub cierpigcych silny bdl oraz wytyczne dotyczace rozpoznawania prognozowanego lub
nieuchronnie zblizajacego si¢ zgonu s zawarte w wytycznych OECD dotyczacych humanitarnego punktu
koricowego (3).

OPIS METODY
Wybér gatunku zwierzat

Nalezy wykorzysta¢ powszechnie stosowane laboratoryjne szczepy zdrowych, mlodych, dorostych gryzoni.
Preferowanym gatunkiem jest szczur. Jezeli wykorzystuje si¢ inny gatunek, nalezy poda¢ uzasadnienie.

Przygotowanie zwierzat

Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w ciazy. W dniu randomizacji zwierzgta powinny by¢
miodymi dorostlymi osobnikami w wieku od 7 do 9 tygodni. Masa ciala powinna mieci¢ si¢ w granicach
+20 % $redniej masa dla kazdej plci. Zwierzgta s3 wybierane losowo, oznaczane w sposéb umozliwiajacy
identyfikacje poszczegdlnych osobnikow i przetrzymywane w klatkach przynajmniej przez 5 dni przed
rozpocz¢ciem badania, zeby umozliwi¢ aklimatyzacje do warunkéw laboratoryjnych.

Hodowla zwierzat

W celu ulatwienia obserwacji i uniknigcia pomylek zwierzgta powinny by¢ indywidualnie oznakowane przy
pomocy, o ile to mozliwe, podskdérnych transponderdéw. Temperatura w pomieszczeniach, w ktérych przetrzy-
muje si¢ zwierzgta do$wiadczalne, powinna wynosi¢ 22 £ 3 °C. Najlepiej byloby, gdyby wilgotnos¢ wzgledna
byla utrzymywana w przedziale 30-70 %, chociaz moze to by¢ niemozliwe w przypadku stosowania wody jako
no$nika. Przed narazeniem i po nim zwierzeta na og6t nalezy trzymaé w klatkach w grupach podzielonych
wedlug plci i badanego stezenia, lecz liczba zwierzat w klatce nie powinna przeszkadzaé w dokladnej obser-
wacji kazdego zwierzgcia, a takze powinna umozliwia¢ zminimalizowanie strat w zwierzgtach spowodowanych
kanibalizmem i walkami. Jezeli zwierzgta maja by¢ poddane narazeniu tylko przez nos, konieczne moze byé
przyzwyczajenie ich do rur unieruchamiajgcych. Rury unieruchamiajace nie powinny powodowa u zwierzat
nadmiernego stresu fizycznego, termicznego czy zwigzanego z unieruchomieniem. Unieruchomienie moze
wplyna¢ na fizjologiczne punkty koricowe, takie jak temperatura ciala (hipertermia) lub minutowa pojemno$é
oddechowa. Jezeli dostgpne sa dane ogdlne, na podstawie ktérych mozna wykazal, ze takie zmiany nie
wystepuja w znaczacym stopniu, uprzednia adaptacja do rur unieruchamiajacych nie jest konieczna. Zwierzeta,
ktérych cata powierzchnia ciala jest narazana na dziatanie aerozolu, w trakcie narazenia powinny by¢ trzymane
oddzielnie, aby zapobiec filtrowaniu badanego aerozolu przez futro innych zwierzat w tej samej klatce. Mozna
stosowa¢ konwencjonalne oraz certyfikowane pasze laboratoryjne, z wyjatkiem okreséw poddawania narazeniu,
nalezy takze zapewni¢ nieograniczony dostep do wody pitnej z miejscowej instalacji wodociggowej. Oswietlenie
powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci.

Komory inhalacyjne

Przy wyborze komory inhalacyjnej nalezy wzia¢ pod uwage charakter badanej substancji chemicznej i przedmiot
badania. Preferowang droga narazenia jest narazenie tylko przez nos (pojecie to obejmuje narazenie tylko glowy,
narazenie tylko przez nos lub narazenie tylko pyska). Narazenie tylko przez nos jest na ogél preferowane
w badaniach aerozoli cieklych lub stalych oraz par, ktére moga skrapla¢ si¢, tworzac aerozole. Narazenie calego
ciala moze lepiej sprzyjac osiagnigciu szczegdlnych celéw badania, taki wyb6r nalezy jednak uzasadni¢ w spra-
wozdaniu z badania. Aby zagwarantowaé stabilno$¢ atmosfery przy zastosowaniu komory do poddawania
narazeniu calego ciala, calkowita »objetosé« badanych zwierzat nie powinna przekracza¢ 5 % objgtosci komory.
Zasady technik narazenia tylko przez nos i przez powierzchnig calego ciala oraz ich szczegélne zalety i wady
oméwiono w GD 39 (2).
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BADANIA TOKSYCZNOSCI
Stezenia graniczne

W przeciwienstwie do badan toksycznosci ostrej w 28-dniowych badaniach podostrej toksycznosci inhalacyjnej
nie ma okre$lonych stezen granicznych. Przy wyborze maksymalnego badanego stezenia nalezy uwzglednic: 1)
maksymalne st¢zenie mozliwe do uzyskania; 2) poziom narazenia ludzi w najgorszym przypadku; 3) koniecz-
no$¢ utrzymania wystarczajacej podazy tlenu; lub 4) troske o dobrostan zwierzat. W przypadku braku wartosci
granicznych opartych na danych mozna stosowac granice toksycznosci ostrej okreslone w rozporzadzeniu (WE)
nr 1272/2008 (13) (tj. do maksymalnego stezenia 5 mg/l dla aerozoli, 20 mg/l dla par i 20 000 ppm dla
gazéw); zob. GD 39 (2). Jezeli podczas badania gazow lub wysoce lotnych badanych substancji chemicznych
(np. czynnikdéw chlodniczych) konieczne jest przekroczenie tych granic, nalezy poda¢ uzasadnienie. Stezenie
graniczne powinno wywolywaé wyrazng toksyczno$¢ bez powodowania zbednego stresu dla zwierzat ani
wplywania na dlugo$¢ ich zycia (3).

Badanie ustalajace zakres

Przed rozpoczgciem badania gléwnego moze by¢ konieczne przeprowadzenie badania ustalajacego zakres.
Badanie ustalajace zakres jest bardziej rozlegle niz badanie rozpoznawcze, poniewaz nie jest ograniczone do
wyboru stezenia. Wiedza zdobyta poprzez badanie ustalajace zakres moze doprowadzi¢ do powodzenia badania
glownego. Badanie ustalajace zakres moze na przyklad dostarcza¢ informacji technicznych na temat metod
analitycznych, Klasyfikacji czastek wedlug wielkosci, odkrycia mechanizméw toksycznych, danych z zakresu
patologii klinicznej i histopatologicznych oraz oszacowain NOAEL i MTC (ang. maximum tolerable concentration —
maksymalne tolerowane stezenie) w badaniu gléwnym. Kierownik badania moze postanowi¢ wykorzystal
badanie ustalajace zakres do okreslenia progu dzialania draznigcego na drogi oddechowe (np. przy pomocy
histopatologii drég oddechowych, badania czynnosci ptuc lub ptukania oskrzelowo-pecherzykowego), gérnego
poziomu stezenia, ktéry jest tolerowany bez zbednego stresu dla zwierzgt, oraz parametréw, ktore najlepiej
scharakteryzuja toksyczno$¢ badanej substancji chemicznej.

Badanie ustalajace zakres moze obejmowac jeden poziom stezenia lub wigkszg ich liczbe. Na dzialanie kazdego
stezenia nalezy naraza¢ nie wigcej niz trzech samcéw i trzy samice. Badanie ustalajace zakres powinno trwaé co
najmniej 5 dni i zazwyczaj nie wigcej niz 14 dni. Uzasadnienie wyboru stezen na potrzeby badania gléwnego
nalezy poda¢ w sprawozdaniu z badania. Celem badania gléwnego jest wykazanie zaleznosci stezenie-odpo-
wiedZ w oparciu o przewidywany najczulszy punkt koncowy. Najlepiej byloby, gdyby najnizsze stezenie bylo
stezeniem, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian, natomiast najwyzsze stgzenie powinno wywo-
tywaé wyrazng toksyczno$¢ bez powodowania zbednego stresu dla zwierzat ani wplywania na dtugos¢ ich zycia

03).

Przy wyborze pozioméw st¢zenia na potrzeby badania ustalajgcego zakres nalezy wzia¢ pod uwage wszystkie
dostgpne informacje, w tym zaleznosci struktura-aktywnos¢ i dane dotyczace podobnych chemikaliow (zob. pkt
3). W ramach badania ustalajgcego zakres mozna zweryfikowac/obali¢ punkty koncowe, ktére uwaza sie za
najczulsze oparte na mechanistycznym modelu punkty, np. inhibicj¢ pseudocholinesterazy przez zwigzki fosfo-
roorganiczne, tworzenie methemoglobiny przez zwigzki toksyczne dla erytrocytéw, hormony tarczycy (T3, Ty)
w odniesieniu do zwiazkéw tyreotoksycznych, biatka, LDH lub neutrofile w plukaniu oskrzelowo-pecherzy-
kowym w odniesieniu do nieszkodliwych stabo rozpuszczalnych czgstek lub aerozoli majacych dziatanie
draznigce na pluca.

Badanie gléwne

Glowne badanie toksycznosci podostrej na ogét obejmuje trzy poziomy stezenia, a takze w razie potrzeby
réwnolegle ujemne (poddane dzialaniu powietrza) grupy kontrolne lub grupy kontrolne nosnika (zob. pkt 17).
Jako pomoc w wyborze odpowiednich poziomdéw narazenia nalezy wykorzystaé wszystkie dostepne dane,
w tym wyniki badan toksycznosci ogdlnoustrojowej, metabolizmu i kinetyki (szczegdlng uwage nalezy zwrécié
na unikanie wysokich stezer, ktére prowadza do nasycenia proceséw kinetycznych). W sktad kazdej badanej
grupy wchodzi co najmniej 10 gryzoni (5 samcéw i 5 samic), ktore sg narazane na dzialanie badanej substancji
chemicznej przez 6 godzin dziennie, 5 dni w tygodniu, przez okres 4 tygodni (catkowity czas trwania badania
wynosi 28 dni). Zwierzeta moga by¢ réwniez poddawane narazeniu przez 7 dni w tygodniu (np. podczas
badania wziewnych produktéw farmaceutycznych). Jesli wiadomo, ze jedna ple¢ jest bardziej podatna na
dzialanie danej badanej substancji chemicznej, osobniki réznej plci moga by¢ narazane na dzialanie tej
substancji przy réznych poziomach stezenia, aby zoptymalizowal zalezno$¢ stezenie-odpowiedz zgodnie
z pkt 15. Jedli gatunki gryzoni inne niz szczury poddaje si¢ narazeniu tylko przez nos, maksymalne okresy
narazenia mozna dostosowa¢, by zminimalizowaé charakterystyczny dla danego gatunku stres. W przypadku
stosowania okresu narazenia krotszego niz 6 godzin dziennie lub gdy konieczne jest przeprowadzenie badania
dhugotrwalego narazenia calego ciala (np. przez 22 godziny dziennie), nalezy przedstawi¢ uzasadnienie [zob.
GD 39 (2)]. W okresie narazenia nalezy zaprzesta podawania zwierz¢tom paszy, chyba ze okres ten przekracza
6 godzin. Podczas calego okresu poddawania narazeniu calego ciala mozna zapewni¢ dostgp do wody.

Wybrane stezenia docelowe powinny oddzialywaé na organy docelowe i wykazywaé wyrazng zalezno$¢ steze-
nie-odpowiedz:

— wysokie stezenie powinno prowadzi¢ do skutkéw toksycznych, ale nie powinno powodowaé przewleklych
objawéw lub $miertelnosci, ktére uniemozliwityby miarodajna oceneg,

— posrednie stezenia powinny by¢ tak zréznicowane, aby osiagna¢ stopniowanie skutkéw toksycznych powo-
dowanych przez stgzenie najnizsze i najwyzsze,

— najnizsze stgzenie powinno nie dawac zadnych objawdw toksycznosci badz dawaé niewielkie objawy.
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Badanie satelitarne (badanie odwracalnosci)

Badanie satelitarne (badanie odwracalnoci) moze by¢ wykorzystywane do obserwacji odwracalnosci, trwatosci
lub opdZnionego wystapienia toksycznosci przez odpowiednio diugi okres po poddaniu dzialaniu substancji,
jednak przez nie mniej niz 14 dni. Grupy satelitarne (grupy w badaniu odwracalnosci) skladaja si¢ z pigciu
samcow i pigciu samic poddanych narazeniu réwnoczesnie ze zwierzetami do$wiadczalnymi w badaniu glow-
nym. Grupy satelitarne (grupy w badaniu odwracalnosci) powinny by¢ narazone na dzialanie badanej substancji
chemicznej przy najwyzszym stezeniu, a w razie potrzeby nalezy zastosowal réwnolegle grupy kontrolne
poddane dzialaniu powietrza lub grupy kontrolne nosnika (zob. pkt 17).

Zwierzeta z grupy kontrolnej

Zwierzgta z réwnoleglej ujemnej grupy kontrolnej (poddanej dzialaniu powietrza) powinny by¢ traktowane
w taki sam sposob jak zwierzeta z grupy badanej, wyjawszy fakt, Ze sq one narazane na dzialanie filtrowanego
powietrza zamiast badanej substancji chemicznej. W przypadku gdy do ulatwienia wytworzenia atmosfery na
potrzeby badania stosowana jest woda lub inna substancja, do badania nalezy wlaczy¢ grupe kontrolng nosnika
zamiast ujemnej grupy kontrolnej (poddanej dzialaniu powietrza). W miare mozliwosci wykorzystywanym
no$nikiem powinna by¢ woda. Jezeli w charakterze nosnika uzywana jest woda, zwierzeta z grupy kontrolnej
powinny by¢ narazone na dzialanie powietrza o takiej samej wilgotnosci wzglednej jak grupy narazone na
dzialanie danej substancji. Wyb6r odpowiedniego nosnika powinien opiera¢ si¢ na wlasciwie przeprowadzonym
badaniu wstgpnym lub danych historycznych. Jezeli toksyczno$¢ nosnika nie jest dobrze znana, kierownik
badania moze postanowi¢ o zastosowaniu zaréwno ujemnej grupy kontrolnej (poddanej dzialaniu powietrza),
jak i grupy kontrolnej nosnika, lecz jest to zdecydowanie odradzane. Jesli dane historyczne wskazujg na to, ze
nosnik jest nietoksyczny, nie ma potrzeby stosowania ujemnej grupy kontrolnej (poddanej dzialaniu powietrza)
i nalezy jedynie wykorzysta¢ grupe kontrolna nosnika. Jesli badanie wstepne badanej substancji chemicznej
zawartej w nodniku nie wskazuje na toksyczno$¢, wynika z tego, ze dany no$nik jest nietoksyczny przy
badanym steZzeniu i ze nalezy zastosowal grupe kontrolng tego nosnika.

WARUNKI NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANCJI
Stosowanie stezen

Zwierzgta s3 poddawane narazeniu na dzialanie badanej substancji chemicznej w formie gazu, pary, aerozolu
lub mieszaniny tych postaci. Stan fizyczny, ktéry ma by¢ przedmiotem badania, zalezy od whasciwosci fizyko-
chemicznych badanej substancji chemicznej, wybranego stezenia lub postaci fizycznej, ktéra najprawdopodob-
niej bedzie wystgpowal podczas postgpowania z badang substancjg chemiczng i jej stosowania. Badane
substancje chemiczne o charakterze higroskopijnym oraz reaktywne chemicznie nalezy badaé w suchej atmos-
ferze. Nalezy zachowa¢ ostroznos¢, aby unikna¢ osiagniecia stezenia wybuchowego. Czastki stale mozna poddaé
procesom mechanicznym w celu zmniejszenia wielkosci czastek. Dalsze wytyczne przedstawiono w GD 39 (2).

Rozklad wielkosci czastek

W odniesieniu do wszystkich aerozoli oraz par, ktore moga skrapla¢ si¢, tworzac aerozole, nalezy dokonaé
klasyfikacji czastek wedlug wiclkodci. W' celu umozliwienia narazenia wszystkich odpowiednich cz¢sci drég
oddechowych na dzialanie danej substancji zalecane sg aerozole o $rednicy aerodynamicznej mediany rozkladu
masowego (MMAD) wynoszacej od 1 do 3 pm przy geometrycznym standardowym odchyleniu (o) réwnym od
1,5 do 3,0 (4). Nalezy dolozy¢ rozsadnych staran, aby spelni¢ t¢ norme¢, jednak w razie niemoznosci jej
osiagnigcia nalezy przedstawi¢ oceng eksperta. Na przyklad czastki par metali beda mniejsze od tej normy,
a naladowane czgstki i widkna mogg ja przekraczac.

Przygotowanie badanej substancji chemicznej w nosniku

Najlepiej byloby analizowa¢ badang substancje chemiczng bez nosnika. Jezeli w celu osiggniecia odpowiedniego
stezenia i wielkosci czgstek badanej substancji chemicznej konieczne jest stosowanie nosnika, preferowanym
nosnikiem powinna by¢ woda. Zawsze kiedy badana substancja chemiczna jest rozpuszczona w no$niku, nalezy
wykaza¢ jej stabilnosc.

MONITOROWANIE WARUNKOW NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANC]I

Przeplyw powietrza w komorze

Przeplyw powietrza przez komore inhalacyjng powinien by¢ dokladnie kontrolowany, monitorowany w sposéb
ciagly i rejestrowany przynajmniej co godzing podczas kazdego narazenia. Monitorowanie w czasie rzeczy-
wistym stezenia (lub jego czasowej stabilnosci) badanej substancji w atmosferze do$wiadczalnej jest calo-
Sciowym pomiarem wszystkich parametréw dynamicznych i stanowi posredni sposéb kontrolowania wszyst-
kich istotnych dynamicznych parametréw inhalacyjnych. Jesli stezenie jest monitorowane w czasie rzeczywis-
tym, czestotliwos¢ pomiaru przeplywu powietrza moze by¢ zmniejszona do jednego pomiaru dziennie na
narazenie. Szczegélng uwage nalezy zwréci¢ na unikanie ponownego wdychania w komorach stuzacych do
narazania tylko przez nos. Stezenie tlenu powinno wynosi¢ co najmniej 19 %, a stezenie dwutlenku wegla nie
powinno przekraczaé 1 %. Jezeli istniejg powody, by przypuszczaé, ze normy tej nie mozna osiagnaé, nalezy
mierzy¢ stezenia tlenu i dwutlenku wegla. Jesli w pierwszym dniu narazenia pomiary wykaza, ze stezenia tych
gazéw s3 odpowiednie, dalsze pomiary nie powinny by¢ konieczne.

Temperatura i wilgotno$¢ wzgledna w komorze

W komorze nalezy utrzymywac temperaturg na poziomie 22 * 3 °C. Wilgotno$¢ wzgledna w strefie oddychania
zwierzat powinna by¢ stale monitorowana i rejestrowana co godzing podczas kazdego narazenia, jezeli to
mozliwe, zaréwno w przypadku narazenia tylko przez nos, jak i narazenia calego ciala. Wilgotno$¢ wzgledna
powinna by¢ utrzymywana w przedziale od 30 do 70 %, lecz moze to by¢ albo nieosiagalne (np. przy badaniu
mieszanin na bazie wody), albo niemierzalne z powodu interferencji badanej substancji chemicznej z metoda
badawcza.
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Badana substancja chemiczna: stezenie nominalne

Tam, gdzie to mozliwe, nalezy obliczy¢ i zarejestrowal stezenie nominalne w komorze badawczej. Stezenie
nominalne jest to masa wytworzonej badanej substancji chemicznej podzielona przez calkowita objetosé
powietrza przepuszczonego przez uklad komory inhalacyjnej. Stezenie nominalne nie stuzy do charakteryzo-
wania narazenia zwierzat, lecz poréwnanie stezenia nominalnego i steZenia rzeczywistego umozliwia okreslenie
w przyblizeniu efektywnosci wytwarzania w ukladzie badawczym, a tym samym mozna je wykorzysta¢ do
wykrywania probleméw z wytwarzaniem.

Badana substancja chemiczna: st¢zenie rzeczywiste

Stezenie rzeczywiste to stezenie badanej substancji chemicznej w probkach pobranych w strefie oddychania
zwierzat w komorze inhalacyjnej. Stezenie rzeczywiste mozna obliczy¢ za pomocg metod specyficznych (np.
bezposredniego pobierania probek, metod adsorpcji lub reakgji chemicznej, a nastgpnie charakterystyki anali-
tycznej) lub metod niespecyficznych, takich jak analiza grawimetryczna przy zastosowaniu filtra. Zastosowanie
metody grawimetrycznej jest akceptowalne tylko w przypadku aerozoli proszkowych zawierajacych jeden
sktadnik lub aerozoli cieczy o niskiej lotnosci i nalezy wtedy przed badaniem wykona¢ odpowiednia, specy-
ficzng dla badanej substancji chemicznej charakterystyke. Za pomocg metody grawimetrycznej mozna réwniez
okresli¢ stezenie wieloskladnikowego aerozolu proszkowego. Do tego jednak konieczne s3 dane analityczne, za
pomoca ktérych mozna wykazaé, ze sklad materialu znajdujacego si¢ w powietrzu jest podobny do skladu
materialu wyjSciowego. W razie braku takich informacji moze by¢ konieczna ponowna analiza badanej
substancji chemicznej (najlepiej znajdujacej si¢ w powietrzu) w toku badania, w regularnych odstepach czaso-
wych. W przypadku $rodkéw w formie aerozoli, ktére moga ulec odparowaniu lub sublimacji, nalezy wykaza¢,
ze stosujgc wybrang metode, zebrano wszystkie fazy.

O ile to mozliwe, przez caly czas trwania badania nalezy uzywacé jednej partii badanej substancji chemicznej,
a badana probka powinna by¢ przechowywana w warunkach zapewniajacych zachowanie jej czystosci, jedno-
rodnosci i stabilno$ci. Przed rozpoczeciem badania nalezy scharakteryzowaé badang substancje chemiczna,
w tym okresli¢ jej czysto$¢ oraz, o ile jest to wykonalne z technicznego punktu widzenia, tozsamo$é oraz
ilosci zidentyfikowanych domieszek i zanieczyszczen. Mozna to przedstawi¢ migdzy innymi za pomocg naste-
pujacych danych: czasu retencji i wzglednej powierzchni sygnatu, masy czasteczkowej uzyskanej w drodze
spektrometrii masowej lub chromatografii gazowej badz innych oszacowar. Mimo ze tozsamo$¢ badanej probki
nie nalezy do obowiazkéw laboratorium badawczego, rozsagdne moze by¢ potwierdzenie przez to laboratorium
charakterystyki, ktora przedstawil sponsor, przynajmniej w ograniczonym zakresie (np. koloru, cech fizycznych

itp.).

Podczas narazenia nalezy utrzymywaé mozliwie niezmienng atmosfere do$wiadczalng. W celu wykazania
stabilnosci warunkéw narazenia mozna wykorzysta¢ urzadzenie umozliwiajace monitorowanie w czasie rzeczy-
wistym, takie jak fotometr w przypadku aerozoli lub analizator weglowodoréw catkowitych w przypadku par.
Stezenie rzeczywiste w komorze powinno by¢ mierzone co najmniej 3 razy w ciagu kazdego dnia narazenia dla
kazdego poziomu narazenia. Jesli nie jest to mozliwe ze wzgledu na ograniczone natgzenie przeplywu
powietrza lub niskie stezenie, dopuszczalne jest pobieranie jednej probki na okres narazenia. Najlepiej byloby,
gdyby w takim przypadku probka byla pobierana przez caly okres narazenia. Poszczegdlne prébki stezenia
w komorze nie powinny odbiegac od $redniego stezenia w komorze o wigcej niz = 10 % dla gazéw i par oraz
o wigcej niz + 20 % dla aerozoli cieklych lub stalych. Nalezy obliczy¢ i podaé okres wyréwnania stezen
w komorze (tgs). Czas trwania narazenia obejmuje czas wprowadzania badanej substancji chemicznej do
komory. Uwzglednia si¢ w tym okres wyréwnania stezeft w komorze (tgs) i czas rozpadu. Wytyczne dotyczace
szacowania tys mozna znalezé w GD 39 (2).

W przypadku bardzo zlozonych mieszanin skladajacych si¢ z gazéw/par i aerozoli (np. w przypadku atmosfery
spalania i badanych substancji chemicznych wydzielanych ze specjalnych produktéw/urzadzen do zastosowania
koncowego) kazda faza moze zachowywac si¢ inaczej w komorze inhalacyjnej. W zwiazku z tym nalezy wybraé
co najmniej jedng substancj¢ wskaznikowa (analit) dla kazdej fazy (gaz/pary i aerozol), zwykle glowng
substancj¢ czynna w mieszaninie. Jezeli badana substancja chemiczna jest mieszaning, nalezy podal stezenie
analityczne w odniesieniu do calej mieszaniny, a nie tylko skladnika aktywnego lub substancji wskaznikowej
(analitu). Dodatkowe informacje na temat stezen rzeczywistych mozna znalezé w GD 39 (2).

Badana substancja chemiczna: rozklad wielko$ci czastek

Rozklad wielkosci czastek aerozoli nalezy okresla¢ co najmniej raz w tygodniu w odniesieniu do kazdego
poziomu st¢zenia za pomoca impaktora kaskadowego lub innego instrumentu, takiego jak aerodynamiczny
spektrometr pomiaru czastek. Jezeli mozna wykaza¢ réwnowazno$¢ wynikéw uzyskanych za posrednictwem
impaktora kaskadowego i innego instrumentu, to ten inny instrument moze by¢ stosowany przez caly okres
badania.

W celu potwierdzenia sprawnosci zatrzymywania czastek przez instrument gléwny nalezy réwnolegle do tego
instrumentu stosowa¢ drugie urzadzenie, takie jak filtr grawimetryczny lub odpylacz/belkotka. Stezenie masowe
uzyskane na podstawie analizy wielko$ci czastek powinno miesci¢ si¢ w rozsadnych granicach stgzenia maso-
wego uzyskanego poprzez analize filtréw [zob. GD 39 (2)]. Dalsze pomiary potwierdzajace mozna pomingé,
jesli mozna wykazal réwnowazno$¢ w odniesieniu do wszystkich stezen badanych w poczatkowej fazie
badania. Ze wzgledu na dobrostan zwierzat nalezy podja¢ Srodki majace na celu zminimalizowanie ilosci
danych niejednoznacznych, ktére mogg spowodowaé konieczno$¢ powtdrzenia badania.

Klasyfikacje czastek wedlug wielkoSci nalezy przeprowadzi¢ w odniesieniu do par, jezeli istnieje jakakolwiek
mozliwo$¢ tworzenia si¢ aerozolu wskutek kondensacji par lub jesli czastki sa wykrywane w atmosferze
parowej majacej potencjal tworzenia faz mieszanych.
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OBSERWACJE

Zwierzgta powinny by¢ poddane obserwacji Klinicznej przed okresem narazenia, w jego trakcie i po nim.
W zaleznosci od reakeji zwierzat podczas narazenia wskazane moze by¢ czgstsze dokonywanie obserwacji.
Jezeli obserwacja zwierzat jest utrudniona wskutek zastosowania rur unieruchamiajacych zwierzeta, stabo
o$wietlonych komér do narazania calego ciata lub nieprzejrzystosci powietrza, zwierzgta powinny by¢ uwaznie
obserwowane po narazeniu. W ramach obserwacji przed kolejnym dniem narazenia mozna oceni¢ odwracal-
no$¢ lub nasilenie skutkéw toksycznych.

Wszystkie obserwacje s3 systematycznie zapisywane, przy czym w odniesieniu do kazdego zwierzecia prowa-
dzone sa indywidualne rejestry. W przypadku u$miercenia zwierzat z przyczyn humanitarnych lub stwierdzenia
ich zgonu nalezy mozliwie najdokladniej zapisa¢ czas zgonu.

Obserwacje zwierzat w klatkach powinny obejmowac zmiany skéry i sierSci, oczu i blon Sluzowych; zmiany
w ukladzie oddechowym i ukladzie krazenia; zmiany w ukladzie nerwowym oraz zmiany w aktywnosci
somatycznej i sposobie zachowania si¢. Nalezy po$wigci¢ uwage obserwacjom drzenia, konwulsji, §linotoku,
biegunki, letargu, snu i $pigczki. Pomiar temperatury w odbycie moze dostarczy¢ dodatkowych dowodéw
potwierdzajacych odruchowe spowolnienie oddechu lub hipo-/hipertermi¢ w zwiazku z poddawaniem dziataniu
substancji lub przetrzymywaniem w zamknigciu. W protokole badania mozna uwzgledni¢ dodatkowe oceny,
takie jak dotyczace: kinetyki, biomonitoringu, czynnosci ptuc, zatrzymywania stabo rozpuszczalnych substancji,
ktére gromadza si¢ w tkance pluc, oraz zmian w zachowaniu.

MASA CIALA

Masg¢ ciala poszczegdlnych zwierzat nalezy odnotowaé tuz przed pierwszym narazeniem (dzien 0), nastgpnie
dwa razy w tygodniu (na przyklad w piatki i poniedzialki, aby wykaza¢ zdrowienie przez weekend, kiedy nie
dochodzi do narazenia, lub w odstgpach czasu pozwalajacych na oceng toksycznosci ogdlnoustrojowej) oraz
w chwili zgonu lub eutanazji. Jezeli w ciagu pierwszych 2 tygodni nie wystapig zadne skutki, przez pozostaly
czas badania mas¢ ciala mozna mierzy¢ co tydzien. Zwierzeta z grupy satelitarnej (grupy w badaniu odwra-
calnosci) (jezeli sa wykorzystywane) nalezy wazy¢ co tydzien przez caly okres zdrowienia. Na koniec badania
wszystkie zwierzeta nalezy zwazy¢ tuz przed u$mierceniem, aby umozliwi¢ obiektywne obliczenie stosunku
masy poszczegdlnych organéw do masy ciafa.

SPOZYCIE POKARMU I WODY

Spozycie pokarmu nalezy mierzy¢ raz w tygodniu. Spozycie wody réwniez mozna mierzy¢.

PATOLOGIA KLINICZNA

Oceny z zakresu patologii klinicznej nalezy przeprowadza¢ dla wszystkich zwierzat, w tym zwierzat z grupy
satelitarnej (grupy w badaniu odwracalnosci), gdy sa one u$miercane. Nalezy odnotowaé odstep czasu pomigdzy
zakoniczeniem narazenia a pobraniem krwi, szczegélnie gdy odtworzenie danego punktu koncowego zachodzi
szybko. Pobranie prébek po zakofczeniu narazenia wskazane jest w przypadku tych parametrow, ktdre
charakteryzuja si¢ krotkim okresem péttrwania w osoczu (np. COHb, CHE i MetHb).

Tabela 1 zawiera wykaz parametréw analizy patologicznej, ktére s3 na 0gét wymagane we wszystkich bada-
niach toksykologicznych. Badanie moczu nie jest wymagane jako badanie rutynowe, lecz mozna je wykonac,
gdy zostanie to uznane za przydatne na podstawie spodziewanej lub obserwowanej toksycznosci. Kierownik
badania moze zdecydowaé o ocenie dodatkowych parametroéw, aby lepiej scharakteryzowaé toksyczno$é
badanej substancji chemicznej (np. pseudocholinesterazy, lipidéw, hormondw, réwnowagi kwasowo-zasadowej,
methemoglobiny lub cialek Heinza, kinazy kreatynowej, stosunku komérek mieloidalnych do erytroidalnych,
troponin, gazéw krwi tetniczej, dehydrogenazy mleczanowej, dehydrogenazy sorbitolowej, dehydrogenazy
glutaminianowej oraz gamma-glutamylotranspeptydazy).

Tabela 1

Standardowe parametry analizy patologicznej

Hematologia
Liczba czerwonych krwinek Catkowita liczba leukocytéw
Hematokryt Roéznicowa liczba leukocytéw
Stezenie hemoglobiny Liczba plytek krwi
Srednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej Krzepliwo$¢ (wybraé jedng opcje):
Srednia objetos¢ krwinki czerwonej — Czas protrombinowy
Srednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej | — Czas krzepniecia
Retikulocyty — Czas czgSciowej tromboplastyny po aktywacji
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Chemia kliniczna

Glukoza (¥) Aminotransferaza alaninowa
Cholesterol catkowity Aminotransferaza asparaginianowa
Troéjglicerydy Fosfataza alkaliczna

Azot mocznikowy we krwi Potas

Bilirubina catkowita Séd

Kreatynina Wapn

Biatko catkowite Fosfor

Albumina Chlorek

Globulina

Badanie moczu (opcjonalne)

Wyglad (barwa i metnosc) Biatko calkowite
Objetosé Glukoza

Cigzar wlasciwy lub osmolalnosé Krew/komorki krwi
pH

(*) Poniewaz dlugi okres wstrzymywania podawania pokarmu moze prowadzi¢ do bledéw systematycznych w pomiarach
glukozy u zwierzat poddawanych dziataniu substancji w poréwnaniu ze zwierzgtami z grupy kontrolnej, kierownik badania
powinien zdecydowad, czy wstrzymanie karmienia zwierzat jest wlasciwe. Jezeli stosowane jest wstrzymanie podawania
pokarmu, jego okres powinien by¢ odpowiedni dla wykorzystywanych gatunkow zwierzat; w przypadku szczura moze to
by¢ 16 h (niekarmienie przez noc). Oznaczenie glukozy na czczo mozna przeprowadzi¢ po wstrzymaniu podawania
pozywienia przez calg noc w ciggu ostatniego tygodnia narazenia lub po calonocnym niekarmieniu przed sekcjg zwlok
(w tym ostatnim przypadku wraz z pomiarem wszystkich innych parametréw analizy patologicznej).

Jezeli istnieja dowody na to, ze dolne drogi oddechowe (tj. pecherzyki ptucne) sa gtéwnym miejscem osadzania
si¢ 1 zatrzymywania danej substancji, preferowana technika ilosciowej analizy hipotetycznych parametréw efektu
dawki zwigzanych z zapaleniem pecherzykéw plucnych, zapaleniem phuc i fosfolipidoza moze by¢ plukanie
oskrzelowo-pecherzykowe. Umozliwia to wlasciwe zbadanie zalezno$ci dawka-odpowiedZ i zmian uszkodzert
pecherzykow plucnych w funkgji czasu. Popluczyny oskrzelowo-pecherzykowe mozna badaé pod katem catko-
witej i réznicowej liczby leukocytow, biatka catkowitego oraz dehydrogenazy mleczanowej. Innymi paramet-
rami, ktére mozna wzigé pod uwage, sa te, ktdre wskazuja na uszkodzenia lizosoméw, fosfolipidoze, zwldk-
nienie oraz stan zapalny wskutek podraznienia lub stan alergiczny, ktéry moze wymagaé oznaczenia cytokin/
chemokin prozapalnych. Pomiary popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych na ogét uzupelniajg wyniki badan
histopatologicznych, lecz nie moga ich zastegpowaé. Wytyczne dotyczace przeprowadzania plukania oskrze-
lowo-pecherzykowego mozna znalezé w GD 39 (2).

WYRAZNE ZMIANY PATOLOGICZNE I MASA ORGANOW

Wszystkie badane zwierzeta, w tym te, ktére padly podczas badania lub zostaly wyeliminowane z badania ze
wzgledu na ich dobrostan, powinny zosta¢ poddane catkowitemu wykrwawieniu (jezeli to mozliwe) i pelnemu
rozpoznaniu histopatologicznemu. Nalezy odnotowal czas pomiedzy zakofczeniem ostatniego narazenia
kazdego zwierzgcia a jego u$mierceniem. Jezeli sekcji zwlok nie mozna przeprowadzi¢ natychmiast po znale-
zieniu martwego zwierzecia, zwierze nalezy schlodzi¢ (nie zamrozi¢) do temperatury wystarczajaco niskiej do
zminimalizowania autolizy. Sekcje zwlok nalezy przeprowadzi¢ mozliwie szybko, zwykle w ciggu jednego lub
dwdch dni. W odniesieniu do kazdego zwierz¢cia nalezy odnotowaé wszystkie makroskopowe zmiany pato-
logiczne ze szczegdlnym uwzglednieniem wszelkich zmian w drogach oddechowych.

Tabela 2 zawiera wykaz organéw i tkanek, ktére nalezy zachowa¢ w odpowiednim $rodku w trakcie pelnego
rozpoznania histopatologicznego na potrzeby badania histopatologicznego. Organy i tkanki [wymienione
w nawiasach kwadratowych] oraz wszelkie inne organy i tkanki mozna zachowa¢ wedlug uznania kierownika
badania. Organy wymienione czcionka pogrubiong nalezy okroi¢ i zwazy¢ w stanie wilgotnym niezwlocznie
po przeprowadzeniu sekcji w celu uniknigcia wyschniecia. Tarczyce i najadrza nalezy zwazy¢ wylacznie
woéweczas, gdy jest to konieczne, poniewaz okrajanie artefaktéw moze utrudni¢ ocene histopatologiczna. Tkanki
i organy nalezy utrwali¢ w 10 % roztworze buforowanej formaliny lub innej odpowiedniej substancji utrwala-
jacej niezwlocznie po przeprowadzeniu sekcji zwlok i nie pdézniej niz na 24-48 godzin przed okrojeniem,
w zaleznosci od stosowanej substancji utrwalajacej.
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Tabela 2

Organy i tkanki zachowywane w trakcie pelnego rozpoznania histopatologicznego

Nadnercza Pecherzyki nasienne

Rdzenn  kregowy (odcinek szyjny, $rodpiersiowy

Szpik kostny (lub $wiezy aspirat) i ledzwiowy)

Mézg (w tym wycinki kresomézgowia, mézdzku | ¢ledziona
i rdzenia/mostu)

Zotadek
[Oczy (siatkowka, nerw wzrokowy) i powieki]

Jadra
Serce

Grasica
Nerki

Tarczyca

Krtan (3 poziomy, w tym 1 zawierajacy podstawe Tchawica (co najmniej 2 wycinki
naglosni) )

Watroba w tym 1 wycinek pobrany podtuznie

poprzez ostroge i 1 wycinek pobrany
Pluco (wszystkie ptaty na jednym poziomie, w tym
oskrzela gtowne) poprzecznie)

Wezly chlonne z okolicy wneki phuca, szczegdlnie | [Pecherz moczowy]
w przypadku badan stabo rozpuszczalnych badanych
substancji chemicznych majacych postaé  czastek
stalych. Na potrzeby bardziej poglebionych badan
lub badann immunologicznych mozna wzia¢ pod
uwage dodatkowe wezly chlonne, np. z czesci §rod-
piersiowej, szyjnej/podzuchwowej lub uszne;j.

Macica

Wszystkie makroskopowe zmiany patologiczne

Tkanki nosogardla (co najmniej 4 poziomy; 1
poziom ma obejmowac przew6d nosowo-gardtowy
i tkanke limfatyczng zwiazang ze $luzéwka nosa
(NALT))

Przelyk

[Opuszka wechowa]

Jajniki

Pluca nalezy usungé w stanie nienaruszonym, zwazy¢ i zaaplikowa¢ odpowiednia substancj¢ utrwalajaca pod
ci$nieniem 20-30 cm wody celem zapewnienia utrzymania ich struktury (5). Wycinki nalezy pobraé dla
wszystkich platow na jednym poziomie, w tym z oskrzeli gtéwnych, lecz w przypadku przeprowadzania
plukania oskrzelowo-pecherzykowego z nieprzeplukanego platu nalezy pobra¢ wycinki na trzech poziomach
(nie szeregowo).

Nalezy zbada¢ co najmniej 4 poziomy tkanek nosogardla, z ktérych jeden powinien obejmowaé przewdd
nosowo-gardtowy (5, 6, 7, 8, 9), aby umozliwi¢ odpowiednie zbadanie nablonka plaskiego, przejéciowego
(oddechowego nieurzgsionego), oddechowego (oddechowego urzgsionego) i wechowego, a takze tkanki limfa-
tycznej zwiazanej ze Sluzéwka nosa (NALT; 10, 11). Nalezy zbadaé trzy poziomy krtani, a jeden z tych
pozioméw powinien obejmowaé podstawe naglo$ni (12). Nalezy zbada¢ co najmniej dwa poziomy tchawicy,
w tym pobra¢ jeden wycinek pobrany podiluznie przez ostroge rozgalezienia oskrzeli pozaplucnych i jeden
wycinek pobrany poprzecznie.

HISTOPATOLOGIA

Oceng histopatologiczng wszystkich organéw i tkanek wymienionych w tabeli 2 nalezy przeprowadzi¢ w odnie-
sieniu do grupy kontrolnej i grupy otrzymujacej wysokie stezenie substancji, a takze wszystkich zwierzat, ktore
padly lub zostaly uSmiercone podczas badania. Szczegdlng uwage nalezy zwrdcié na drogi oddechowe, organy
docelowe i makroskopowe zmiany patologiczne. Organy i tkanki zwierzat z grupy otrzymujacej wysokie
stezenie substancji, w ktorych stwierdzono zmiany patologiczne, nalezy zbadaé we wszystkich grupach.
Kierownik badania moze zdecydowaé o przeprowadzeniu ocen histopatologicznych dla dodatkowych grup,
aby wykaza¢ wyrazng zalezno$¢ stezenie-odpowiedz. Jesli uzywa si¢ grupy satelitarnej (grupy w badaniu odwra-
calnosci), nalezy przeprowadzi¢ oceng histopatologiczng wszystkich tkanek i organéw, w ktérych stwierdzono
skutki podania substancji w grupach otrzymujacych substancje badana. W przypadku wystepowania nadmiernej
liczby wczesnych zgondéw lub innych probleméw w grupie poddawanej wysokiemu narazeniu, ktére nega-
tywnie wplywaja na istotno§¢ danych, badania histopatologiczne nalezy przeprowadzi¢ w grupie otrzymujacej
dang substancj¢ o kolejnym, nizszym stezeniu. Nalezy podjaé¢ probe skorelowania wynikow catosci obserwacji
z wynikami badafi mikroskopowych.
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DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Dane

W odniesieniu do kazdego zwierzecia nalezy przedstawi¢ dane dotyczace masy ciala, spozycia pokarmu,
patologii klinicznej, wyraznych zmian patologicznych, masy organéw i histopatologii. Dane z obserwacji
klinicznych nalezy zestawi¢ w postaci tabeli, przedstawiajac w odniesieniu do kazdej badanej grupy liczbe
wykorzystanych zwierzat, liczbe zwierzat wykazujacych specyficzne objawy toksycznosci, liczbe zwierzat
padlych w trakcie trwania badania lub u$mierconych z przyczyn humanitarnych, czasu zgonu poszczegélnych
zwierzat, opis skutkéw toksycznych oraz ich przebieg w czasie i odwracalnos¢, a takze wyniki sekcji zwlok.
Wszystkie wyniki ilosciowe i dodatkowe nalezy oceni¢ za pomocg wlasciwej metody statystycznej. Mozna
zastosowa¢ dowolng ogélnie przyjeta metode statystyczng, przy czym wyboru metod statystycznych nalezy
dokona¢ podczas przygotowywania projektu badania.

Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania powinno w stosownych przypadkach zawiera¢ nastgpujace informacje:
Badane zwierzgta i ich hodowla

— opis warunkéw przetrzymywania w klatkach, w tym: liczba (lub zmiana liczby) zwierzat na klatke, $cidtka,
temperatura otoczenia i wilgotno$¢ wzgledna, fotoperiod i okreslenie diety,

— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie zastosowania gatunkéw innych niz szczur. Mozna przed-
stawi¢ Zrédlo i dane historyczne, jezeli dotycza one zwierzat poddanych podobnemu narazeniu oraz
warunkom przebywania i zywieniowym,

— liczba, wiek i ple¢ zwierzat,

— metoda randomizacji,

— opis wszelkich przygotowari przed badaniem, w tym diety, kwarantanny i leczenia choréb.
Badana substancja chemiczna

— cechy fizyczne, czysto§¢ oraz w stosownych przypadkach wiasciwosci fizykochemiczne (w tym izomeryza-
ga),

— dane identyfikacyjne i numer w rejestrze Chemical Abstract Services (CAS), jezeli jest znany.
Nosnik

— uzasadnienie zastosowania nosnika oraz uzasadnienie wyboru nosnika (jezeli jest inny niz woda),
— dane historyczne lub réwnolegle wykazujace, ze no$nik nie zakléca wyniku badania.

Komora inhalacyjna

— szczegblowy opis komory inhalacyjnej, w tym jej rozmiary i schemat,

— zrédlo i opis wyposazenia wykorzystywanego do celéw narazenia zwierzat, jak réwniez do wytwarzania
atmosfery,

— wyposazenie do pomiaru temperatury, wilgotnosci, rozmiaru czastek i stezenia rzeczywistego,.
— zrédlo powietrza i system klimatyzaciji,

— metody kalibracji wyposazenia w celu zapewnienia jednorodnej atmosfery na potrzeby badania,
— roznica ci$nienia (dodatnia lub ujemna),

— porty narazenia w komorze (narazenie tylko przez nos); lokalizacja zwierzat w komorze (narazenie caltego
ciata),
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stabilno$¢ atmosfery doswiadczalnej,
lokalizacja czujnikéw temperatury i wilgotnosci oraz pobieranie probek powietrza w komorze,
oczyszczanie dostarczanego/odprowadzanego powietrza,

natezenie przeplywu powietrza, natgzenie przeplywu powietrza/port narazenia (narazenie tylko przez nos)
lub tadunek zwierzat/komore (narazenie calego ciala),

okres wyréwnania stezeni w komorze inhalacyjnej (tos),
liczba zmian objetosci na godzing,

urzadzenia pomiarowe (w stosownych przypadkach).

Dane dotyczgce narazenia

uzasadnienie wyboru docelowego stezenia w badaniu gléwnym,

stezenia nominalne (catkowita masa badanej substancji chemicznej wprowadzonej do komory inhalacyjnej
podzielona przez ilo§¢ powietrza przepuszczonego przez komore),

rzeczywiste stezenia badanej substancji chemicznej w prébkach ze strefy oddychania zwierzat; w przypadku
mieszanin, ktére tworza heterogeniczne formy fizyczne (gazy, pary, aerozole), kazda substancje mozna
analizowa¢ oddzielnie,

wszystkie stezenia substancji w powietrzu nalezy podawaé w jednostkach masy (mgfl, mg/m? itd.), a nie
w jednostkach objetosci (ppm, ppb itd.),

rozklad wielko$ci czgstek, Srednica aerodynamiczna mediany rozkladu masowego (MMAD) oraz geomet-
ryczne standardowe odchylenie (o ), w tym metody ich obliczania. Nalezy odnotowa¢ poszczegdlne analizy
wielkosci czastek.

Warunki badania

szczegélowe informacje na temat przygotowania badanej substancji chemicznej, w tym szczeg6ly dotyczace
wszelkich procedur zastosowanych w celu zmniejszenia rozmiaru czastek cial stalych lub przygotowania
roztworéw badanej substangji chemicznej,

opis (najlepiej wraz ze schematem) wyposazenia wykorzystywanego do wytworzenia atmosfery na potrzeby
badania i narazania zwierzat na jej dzialanie,

szczegélowe informacje na temat wyposazenia stosowanego do monitorowania temperatury, wilgotnosci
i przeplywu powietrza w komorze (tj. opracowanie krzywej kalibracyjnej),

szczegélowe informacje na temat wyposazenia stosowanego do pobierania probek na potrzeby okreslenia
stezenia w komorze i rozkladu wielkosci czastek,

szczegélowe informacje na temat zastosowanej metody analizy chemicznej oraz walidacji metody (w tym
wydajno$¢ odzysku badanej substancji chemicznej ze $rodka do pobierania probek),

metoda randomizacji przypisywania zwierzat do grupy badanej i grupy kontrolnej,

szczegélowe informacje na temat jako$ci pozywienia i wody (wlaczajac w to rodzaj/zrédlo diety, Zrédlo
wody),

uzasadnienie wyboru badanych stezef.

Wyniki

tabelaryczne zestawienie temperatury, wilgotnosci i przeplywu powietrza w komorze,

tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych nominalnego i rzeczywistego stezenia w komorze,
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— tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych rozmiaru czgstek, w tym danych dotyczacych gromadzenia
probek analitycznych, rozkladu wielkosci czastek oraz obliczenia S$rednicy aerodynamicznej mediany
rozkladu masowego (MMAD) i o,

— tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych reakeji i poziomu stezenia dla kazdego zwierzecia (tj. zwierzat
wykazujacych oznaki toksycznosci, w tym $miertelno$¢, rodzaj, ostro$é, czas pojawienia si¢ i czas trwania
objawow),

— tabelaryczne zestawienie masy poszczegdlnych zwierzat,
— tabelaryczne zestawienie spozycia pokarmu,
— tabelaryczne zestawienie danych z zakresu patologii klinicznej,

— wyniki sekcji zwlok oraz badan histopatologicznych w odniesieniu do kazdego zwierz¢cia, jezeli sa
dostgpne,

— tabelaryczne zestawienie wszelkich innych mierzonych parametrow.
Oméwienie i interpretacja wynikow

— szczegblny nacisk nalezy polozy¢ na opis metod zastosowanych w celu spelnienia kryteriéw niniejszej
metody badawczej, np. dotyczacych stezenia granicznego lub rozmiaru czgstek,

— nalezy uwzgledni¢ respirabilno$¢ czastek w $wietle wynikoéw ogdlnych, szczegdlnie jezeli nie mozna bylo
spetni¢ kryterium rozmiaru czastek,

— w ogdlnej ocenie badania nalezy uwzgledni¢ spéjnos¢ metod zastosowanych w celu okreslenia nominalnego
i rzeczywistego stezenia oraz relacji migdzy stezeniem rzeczywistym a nominalnym,

— nalezy uwzgledni¢ prawdopodobng przyczyne zgonu i dominujgcy sposéb dzialania (ogdlnoustrojowy
W poréwnaniu z miejscowym),

— nalezy przedstawi¢ wyja$nienie, jezeli zaistniata konieczno$¢ humanitarnego u$miercenia zwierzat wykazu-
jacych oznaki bélu lub objawy ostrego i przewleklego stresu, zgodnie z kryteriami zawartymi w wytycznych
OECD dotyczgcych humanitarnego punktu kofcowego (3),

— nalezy okresli¢ organy docelowe,

— nalezy okresli¢ NOAEL i LOAEL.
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Dodatek 1

DEFINICJA
Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomocg niniejszej metody badawczej.;”

5) rozdzialy B.29 i B.30 otrzymuja brzmienie:

,B.29. TOKSYCZNOSC PODPRZEWLEKLA — NARAZENIE INHALACYJNE: BADANIE 90-DNIOWE

STRESZCZENIE

Niniejszg zmieniong metod¢ badawcza B.29 opracowano w celu uzyskania pelnej charakterystyki toksycznosci
badanej substancji chemicznej wskutek narazenia inhalacyjnego przez okres toksycznosci podprzewlektej (90 dni)
oraz zapewnienia danych odpornych na potrzeby ilosciowych ocen ryzyka zwigzanego z narazeniem inhalacyjnym.
Grupy 10 samcow i 10 samic gryzoni s3 przez 6 godzin dziennie w ciggu 90 dni (13 tygodni) narazane na dzialanie
a) badanej substancji chemicznej przy co najmniej trzech poziomach stezenia; b) filtrowanego powietrza (ujemna
grupa kontrolna); lub ¢) nosnika (grupa kontrolna nosnika). Na ogét zwierzeta narazane sg na dzialanie substancji
przez 5 dni w tygodniu, ale narazenie przez 7 dni w tygodniu réwniez jest dozwolone. Zawsze bada si¢ samcow
i samice, lecz jesli wiadomo, ze jedna plec jest bardziej podatna na dzialanie danej badanej substancji chemicznej,
plcie moga by¢ poddane narazeniu przy réznych poziomach stezenia. Metoda ta pozwala kierownikowi badania na
elastyczno$¢, jezeli chodzi o wlaczenie do badania grup satelitarnych (badania odwracalnosci), uSmiercanie zwierzat
w trakcie trwania do§wiadczenia, a takze wprowadzenie ptukania oskrzelowo-pecherzykowego, testéw neurologicz-
nych oraz dodatkowych badan z zakresu patologii klinicznej i histopatologicznych w celu lepszego scharakteryzo-
wania toksycznosci badanej substancji chemiczne;.

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna metodzie opisanej w dotyczacej badait wytycznej OECD nr 413
(OECD TG 413) (2009). Pierwotna dotyczacg badan podprzewleklej toksycznosci inhalacyjnej wytyczng nr 413
(TG 413) przyjeto w 1981 r. (1). Niniejsza metoda badawcza B.29 (réwnowazna zmienionej wytycznej TG 413
(2009)) zostala zaktualizowana w celu odzwierciedlenia stanu wiedzy naukowej oraz zaspokojenia obecnych
i przyszlych potrzeb regulacyjnych.

2. Badania toksyczno$ci podprzewleklej wskutek narazenia inhalacyjnego sa wykorzystywane przede wszystkim
w celu okreslenia stezen regulacyjnych na potrzeby oceny ryzyka pracownikoéw w miejscu pracy. Stosuje si¢ je
takze do ocenienia ryzyka dla ludzi zwiazanego z zamieszkaniem i transportem oraz Srodowiskiem. Niniejsza
metoda umozliwia scharakteryzowanie szkodliwych zmian w nastgpstwie powtarzanego codziennego narazenia
inhalacyjnego na badana substancje chemiczng przez 90 dni (okoto 10 % dlugosci zycia szczura). Dane pocho-
dzgce z badan toksycznosci podprzewleklej wskutek narazenia inhalacyjnego moga by¢ wykorzystywane do
iloSciowych ocen ryzyka oraz do wyboru stezen na potrzeby badan toksycznosci przewleklej. Niniejsza metoda
badawcza nie jest przeznaczona do badania nanomaterialéw. Definicje stosowane w kontekscie niniejszej
metody badawczej znajduja si¢ na koncu tego rozdziatu i w wytycznych (GD) nr 39 (2).

ZALOZENIA WSTEPNE

3. Przed przeprowadzeniem badania laboratorium badawcze powinno wziagé pod uwage wszystkie dostepne infor-
macje na temat badanej substancji chemicznej w celu poprawienia jako$ci badania oraz aby zminimalizowaé
wykorzystanie zwierzat. Informacje, ktére beda pomocne w wyborze odpowiednich badanych steze, moga
obejmowaé nazwe chemiczng, strukture chemiczng i wlasciwosci fizykochemiczne badanej substancji chemicz-
nej; wyniki wszelkich badan toksycznosci in vitro lub in vivo; przewidywane zastosowania i potencjalne narazenie
ludzi; dostgpne dane dotyczace (Q)SAR i dane toksykologiczne dotyczgce strukturalnie powiazanych zwiazkéw
oraz dane pochodzgce z innych badai narazenia powtarzanego. Jezeli w trakcie badania oczekiwana lub
obserwowana jest neurotoksyczno$¢, kierownik badania moze postanowi¢ o wlaczeniu do badania odpowied-
nich ocen, takich jak zestaw badaf czynnosciowych i obserwacyjnych i pomiar aktywnosci motorycznej.
Chociaz w przypadku okreslonych badan decydujace znaczenie moze mie¢ moment narazenia na dzialanie
substancji, przeprowadzanie tych dodatkowych czynnosci nie powinno kolidowaé z podstawowym projektem
badania.

4. Rozciefczenia badanych substancji chemicznych majacych dzialanie zrace lub draznigce mozna badaé przy
stezeniach, ktére dadza pozadany stopien toksycznosci. Dalsze informacje mozna znalezé w GD 39 (2). Podczas
narazania zwierzat na dzialanie tych substangji stgzenia docelowe powinny by¢ na tyle niskie, aby nie powo-
dowac silnego bélu i stresu, a zarazem wystarczajace do przedtuzenia krzywej stezenie-odpowiedz do pozio-
moéw, ktore pozwalaja osiagna¢ regulacyjny i naukowy cel badania. St¢zenia te nalezy dobiera¢ indywidualnie dla
kazdego przypadku, najlepiej w oparciu o odpowiednio zaprojektowane badanie ustalajace zakres, ktore
dostarcza informacji na temat krytycznego punktu koncowego, wszelkich progéw powodujacych dziatanie
draznigce oraz czasu pojawienia si¢ objawdw (zob. pkt 11-13). Nalezy poda uzasadnienie doboru st¢zenia.

5. Zwierz¢ta w stanie agonalnym oraz zwierzgta wykazujace oczywiste oznaki bélu czy objawy ostrego i przewle-
klego stresu powinny zostaé uSmiercone w sposéb humanitarny. Zwierz¢ta w stanie agonalnym traktuje si¢ tak
samo jak zwierzgta padle w trakcie badania. Kryteria podejmowania decyzji co do u$miercenia zwierzat w stanie
agonalnym lub cierpigcych silny bdl oraz wytyczne dotyczace rozpoznawania prognozowanego lub
nieuchronnie zblizajacego si¢ zgonu s3 zawarte w wytycznych OECD dotyczacych humanitarnego punktu
konicowego (3).
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OPIS METODY
Wyb6r gatunku zwierzat

6. Nalezy wykorzysta¢ zdrowe, mlode, doroste gryzonie pochodzgce ze szczepdéw powszechnie wykorzystywanych
w laboratoriach. Preferowanym gatunkiem jest szczur. Jezeli wykorzystuje si¢ inny gatunek, nalezy podaé
uzasadnienie.

Przygotowanie zwierzat

7. Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w cigzy. W dniu randomizacji zwierzgta powinny by¢ modymi
dorostymi osobnikami w wieku od 7 do 9 tygodni. Masa ciala powinna miesci¢ si¢ w granicach + 20 % $redniej
masy dla kazdej plci. Zwierzeta s3 wybierane losowo, oznaczane w sposéb umozliwiajacy identyfikacje poszcze-
gblnych osobnikéw i przetrzymywane w klatkach przynajmniej przez 5 dni przed rozpocz¢ciem badania, zeby
umozliwi¢ aklimatyzacj¢ do warunkéw laboratoryjnych.

Hodowla zwierzat

8. W celu ulatwienia obserwacji i uniknigcia pomylek zwierzeta powinny by¢ indywidualnie oznakowane, najlepiej
za pomocg podskdrnych transponderéw. Temperatura w pomieszczeniach dla zwierzat doswiadczalnych
powinna wynosi¢ 22 + 3 °C. Najlepiej byloby, gdyby wilgotno$¢ wzgledna byla utrzymywana w przedziale
30-70 %, chociaz moze to by¢ niemozliwe w przypadku stosowania wody jako nosnika. Przed narazeniem
i po nim zwierzeta na ogoét nalezy trzymad w klatkach w grupach podzielonych wedtug plci i badanego stezenia,
lecz liczba zwierzat w klatce nie powinna przeszkadzaé w dokladnej obserwacji kazdego zwierzecia, a takze
powinna umozliwia¢ zminimalizowanie strat w zwierzetach spowodowanych kanibalizmem i walkami. Jezeli
zwierzgta maja by¢ poddane narazeniu tylko przez nos, konieczne moze by¢ ich przyzwyczajenie do rur
unieruchamiajgcych. Rury unieruchamiajace nie powinny powodowaé nadmiernego stresu fizycznego i termicz-
nego dla zwierzat ani stresu spowodowanego unieruchomieniem. Unieruchomienie moze mie¢ wplyw na
fizjologiczne punkty koncowe, takie jak temperatura ciala (hipertermia) lub minutowa pojemno$¢ oddechowa.
Jezeli dostepne sa dane ogdlne, na podstawie ktérych mozna wykazal, Ze takie zmiany nie wystepuja
w znaczgcym stopniu, uprzednia adaptacja do rur unieruchamiajacych nie jest konieczna. Zwierzeta, ktérych
cala powierzchnia ciala jest narazana na dzialanie aerozolu, w trakcie narazenia powinny by¢ trzymane oddziel-
nie, aby zapobiec filtrowaniu badanego aerozolu przez futro innych zwierzat w tej samej klatce. Z wyjatkiem
okresu narazenia stosowane moga by¢ konwencjonalne i certyfikowane pasze laboratoryjne oraz umozliwiony
nieograniczony dostep do wody pitnej z instalacji wodociggowej. O$wietlenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu
12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci.

Komory inhalacyjne

9. Przy wyborze komory inhalacyjnej nalezy wzia¢ pod uwage charakter badanej substancji chemicznej i cel
badania. Preferowang droga narazenia jest narazenie tylko przez nos (pojecie to obejmuje narazenie tylko
przez glowe, nos lub pysk). Metoda narazenia tylko przez nos jest na ogdl preferowana w badaniach aerozoli
cieklych lub stalych oraz par, ktére moga skrapla¢ si¢, tworzac acrozole. Narazenie calego ciala moze lepiej
nadawa¢ si¢ do szczegdlnych celéw badania, ale nalezy to uzasadni¢ w sprawozdaniu z badania. Aby zagwa-
rantowa¢ stabilno$¢ atmosfery przy zastosowaniu komory do poddawania narazeniu calego ciala, faczna obje-
to$¢ badanych zwierzat nie powinna przekraczal 5 % objgtosci komory. Zasady technik narazenia tylko przez
nos i przez powierzchnie calego ciala oraz ich szczegélne zalety i wady oméwiono w GD 39 (2).

BADANIA TOKSYCZNOSCI
Stezenia graniczne

10. W przeciwiefistwie do badan toksycznosci ostrej w badaniach toksycznosci podprzewleklej wskutek narazenia
inhalacyjnego nie ma okreslonych stezen granicznych. Podczas doboru maksymalnego badanego stezenia nalezy
uwzgledni¢: 1) maksymalne stezenie mozliwe do uzyskania; 2) poziom narazenia ludzi w najgorszym przy-
padku; 3) konieczno$¢ utrzymania wystarczajgcej podazy tlenu; oraz 4) troske o dobrostan zwierzat. W przy-
padku braku granic opartych na danych stosowane moga by¢ granice toksycznosci ostrej okreslone w rozporzg-
dzeniu (WE) nr1272/2008 (13) (tj. do maksymalnego stezenia 5mg/l dla aerozoli, 20 mg/l dla par
i 20000 ppm dla gazéw); zob. GD 39 (2). Jezeli podczas badania gazéw lub wysoce lotnych badanych
substancji chemicznych (np. czynnikéw chlodniczych) konieczne jest przekroczenie tych granic, nalezy podaé
uzasadnienie. Stgzenie graniczne powinno wywolywaé wyrazng toksyczno$¢ bez powodowania zbednego stresu
dla zwierzat ani wplywania na dlugo$¢ ich zycia (3).

Badanie ustalajace zakres

11. Przed rozpocz¢ciem badania gtéwnego na ogét konieczne jest przeprowadzenie badania ustalajacego zakres.
Badanie ustalajace zakres jest bardziej rozlegle niz badanie rozpoznawcze, poniewaz nie jest ograniczone do
wyboru stezenia. Wiedza zdobyta poprzez badanie ustalajace zakres moze zadecydowaé o powodzeniu badania
gléwnego. Badanie ustalajgce zakres moze na przyklad dostarczaé informagji technicznych na temat metod
analitycznych, klasyfikacji czastek wedlug wielkosci, odkrycia mechanizméw toksycznych, danych z zakresu
patologii klinicznej i histopatologicznych oraz oszacowan NOAEL i MTC w badaniu gléwnym. Kierownik
badania moze postanowi¢ o zastosowaniu badania ustalajacego zakres do okre$lenia progu dziatania drazniacego
na drogi oddechowe (np. przy pomocy histopatologii drég oddechowych, badania czynnosci ptuc lub plukania
oskrzelowo-pecherzykowego), gérnego poziomu stezenia, ktére jest tolerowany bez zbednego stresu dla zwie-
rzat, oraz parametréw, ktore najlepiej scharakteryzuja toksyczno$¢ badanej substancji chemicznej.
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12. Badanie ustalajace zakres moze obejmowac jeden poziom ste¢zenia lub wigksza ich liczbe. Na kazdym poziomie
stezenia nalezy podda¢ narazeniu od trzech do szeiciu samcow i od trzech do szeiciu samic — w zaleznosci od
wybranych punktéw koncowych. Badanie ustalajace zakres powinno trwa¢ co najmniej 5 dni i na ogdt nie
wigcej niz 28 dni. Uzasadnienie wyboru stezeni na potrzeby badania gléwnego nalezy podaé w sprawozdaniu
z badania. Celem badania gléwnego jest wykazanie zaleznosci stezenie-odpowiedZ w oparciu o przewidywany
najczulszy punkt koficowy. Najlepiej bytoby, gdyby najnizsze st¢zenie bylo stezeniem, przy ktérym nie obser-
wuje sie szkodliwych zmian, natomiast najwyzsze stezenie powinno wywolywaé wyrazng toksyczno§¢ bez
powodowania zbednego stresu dla zwierzat ani wplywania na dlugos¢ ich zycia (3).

13. Przy wyborze pozioméw stezenia na potrzeby badania ustalajacego zakres nalezy wzigé pod uwage wszystkie
dostgpne informacje, w tym zaleznosci struktura-aktywnos¢ i dane dotyczace podobnych chemikaliéw (zob. pkt
3). W ramach badania ustalajacego zakres mozna zweryfikowad/obali¢ punkty koricowe, ktére na podstawie
modelu mechanistycznego uwaza si¢ za najczulsze, np. inhibicj¢ pseudocholinesterazy przez zwiazki fosforoor-
ganiczne, tworzenie methemoglobiny przez zwigzki toksyczne dla erytrocytéw, hormony tarczycy (T;, T,)
w odniesieniu do zwigzkéw tyreotoksycznych, biatka, LDH lub neutrofile w plukaniu oskrzelowo-pecherzy-
kowym w odniesieniu do nieszkodliwych stabo rozpuszczalnych czastek lub aerozoli majacych dzialanie draz-
nigce na pluca.

Badanie gléwne

14. Gléwne badanie toksycznosci podprzewleklej na 0gét obejmuje trzy poziomy stezenia, a takze w razie potrzeby
réwnolegle ujemne (poddane dziataniu powietrza) grupy kontrolne lub grupy kontrolne nosnika (zob. pkt 18).
Wszystkie dostepne dane, w tym wyniki badan toksycznosci ogélnoustrojowej, metabolizmu i kinetyki, powinny
by¢ wykorzystane jako pomoc w wyborze odpowiednich pozioméw narazenia (szczegdélng uwage nalezy
zwréci¢ na unikanie wysokich stezeri, ktére prowadza do nasycenia proceséw kinetycznych). W sklad kazdej
badanej grupy wchodzi 10 samcéw i 10 samic gryzoni, ktdre to zwierzeta sa narazane na dzialanie badanej
substancji chemicznej przez 6 godzin dziennie 5 dni w tygodniu przez okres 13 tygodni (catkowity czas trwania
badania wynosi co najmniej 90 dni). Zwierzeta moga by¢ réwniez poddawane narazeniu przez 7 dni w tygodniu
(np. podczas badania wziewnych produktéw farmaceutycznych). Jesli wiadomo, ze jedna ple¢ jest bardziej
podatna na dzialanie danej badanej substancji chemicznej, plcie mogg by¢ narazane na dzialanie tej substancji
przy réznych poziomach stezenia, aby zoptymalizowaé zalezno$¢ stezenie-odpowiedZ zgodnie z pkt 15. Jesli
gatunki gryzoni inne niz szczury poddaje si¢ narazeniu tylko przez nos, maksymalne okresy narazenia mozna
dostosowad, by zminimalizowa¢ charakterystyczny dla danego gatunku stres. W przypadku stosowania okresu
narazenia krétszego niz 6 godzin dziennie lub gdy konieczne jest przeprowadzenie badania dlugotrwalego
narazenia calego ciala (np. przez 22 godziny dziennie), nalezy przedstawi¢ uzasadnienie (zob. GD 39) (2).
W okresie narazenia nalezy zaprzestal podawania zwierzgtom paszy, chyba ze okres ten przekracza 6 godzin.
W trakcie okresu narazenia calego ciala mozna podawaé zwierzetom wode.

15. Wybrane stezenia docelowe powinny oddzialywa¢ na organy docelowe i wykazywal wyrazng zaleznos¢ steze-
nie-odpowiedz:

— wysokie stezenie powinno prowadzi¢ do skutkéw toksycznych, ale nie powinno powodowaé przewlektych
objawéw lub $miertelnosci, ktére uniemozliwityby miarodajna ocene,

— $rednie stezenia powinny by¢ zréznicowane w celu osiagnigcia stopniowania skutkéw toksycznych powo-
dowanych przez stezenie niskie i wysokie,

— niskie stezenie nie powinno dawaé zadnych objawow toksycznosci bgdz niewielkie objawy.

U$miercanie zwierzagt w trakcie trwania do$wiadczenia

16. Jezeli planowane jest u$miercanie zwierzat w trakcie trwania do$§wiadczenia, liczba osobnikéw na kazdym
poziomie narazenia powinna by¢ powickszona o liczbe zwierzat, ktorg planuje si¢ uSmierci¢ przed zakoricze-
niem badania. Nalezy poda¢ uzasadnienie u$miercania zwierzat w trakcie trwania do$wiadczenia oraz nalezycie
uwzgledni¢ te osobniki w analizach statystycznych.

Badanie satelitarne (badanie odwracalnosci)

17. Badanie satelitarne (badanie odwracalno$ci) moze by¢ wykorzystywane do obserwacji odwracalnosci, trwatosci
lub opdZnionego wystapienia toksycznosci przez odpowiednio dlugi okres po poddaniu dzialaniu substancji,
jednak przez nie mniej niz 14 dni. Grupy satelitarne (grupy w badaniu odwracalnosci) sktadajg si¢ z 10 samcow
i 10 samic poddanych narazeniu réwnoczesnie ze zwierzetami do$wiadczalnymi w badaniu gléwnym. Grupy
satelitarne (grupy w badaniu odwracalnosci) powinny by¢ narazone na dzialanie badanej substancji chemicznej
przy najwyzszym stezeniu, a w razie potrzeby nalezy zastosowaé rownolegle poddane dzialaniu powietrza grupy
kontrolne lub grupy kontrolne nosnika (zob. pkt 18).

Zwierz¢ta z grupy kontrolnej

18. Zwierz¢ta z réwnoleglej ujemnej (poddanej dzialaniu powietrza) grupy kontrolnej powinny by¢ traktowane
w taki sam sposéb jak zwierzgta z grupy badanej, wyjawszy fakt, ze sa one narazane na dzialanie filtrowanego
powietrza zamiast badanej substancji chemicznej. W przypadku gdy do ulatwienia wytworzenia atmosfery
doéwiadczalnej stosowana jest woda lub inna substancja, do badania nalezy wlaczy¢ grupe kontrolng nosnika
zamiast ujemnej (poddanej dzialaniu powietrza) grupy kontrolnej. W miar¢ mozliwosci wykorzystywanym
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nosnikiem powinna by¢ woda. Jezeli w charakterze nosnika uzywana jest woda, zwierzeta z grupy kontrolnej
powinny by¢ narazone na dzialanie powietrza o takiej samej wilgotnosci wzglednej jak grupy narazone na
dzialanie danej substancji. Wyb6r odpowiedniego no$nika powinien opieraé si¢ na wiasciwie przeprowadzonym
badaniu wstgpnym lub danych historycznych. Jezeli toksyczno$¢ nosnika nie jest dobrze znana, kierownik
badania moze postanowi¢ o zastosowaniu zaréwno ujemnej (poddanej dzialaniu powietrza) grupy kontrolnej,
jak i grupy kontrolnej nosnika, lecz jest to zdecydowanie odradzane. Jesli dane historyczne wskazujg na to, ze
noé$nik jest nietoksyczny, nie ma potrzeby stosowania ujemnej (poddanej dziataniu powietrza) grupy kontrolnej
i nalezy jedynie wykorzysta¢ grupe kontrolna nosnika. Jesli badanie wstgpne badanej substancji chemicznej
zawartej w no$niku nie wskazuje na toksyczno$¢, wynika z tego, ze dany nos$nik jest nictoksyczny przy
badanym stezeniu i ze nalezy zastosowaé grupe kontrolng tego noénika.

WARUNKI NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANC]I
Stosowanie stezZef

19. Zwierzeta sg narazane na dzialanie badanej substancji chemicznej w postaci gazu, pary, aerozolu lub ich
mieszaniny. Stan fizyczny, ktory ma by¢ przedmiotem badania, zalezy od wiasciwosci fizykochemicznych
badanej substancji chemicznej, wybranych stezen lub formy fizycznej, ktéra najprawdopodobniej bedzie wyste-
powaé podczas postgpowania z badang substancja chemiczng i jej stosowania. Substancje chemiczne o charak-
terze higroskopijnym oraz chemicznie reaktywne nalezy badaé w suchej atmosferze. Nalezy zachowaé ostroz-
no$¢, aby unikngé osiggniecia stezenia wybuchowego. Czgstki stale mozna poddawaé procesom mechanicznym
w celu zmniejszenia wielkosci czgstek. Dalsze wytyczne przedstawiono w GD 39 (2).

Rozklad wielkosci czastek

20. W odniesieniu do wszystkich aerozoli oraz par, ktére moga skrapla sie, tworzac aerozole, nalezy dokonaé
klasyfikacji czastek wedlug wielkosci. W celu umozliwienia narazenia wszystkich odpowiednich czgsci drdg
oddechowych na dzialanie danej substancji zalecane sg aerozole o $rednicy aerodynamicznej mediany rozkladu
masowego (MMAD) wynoszacej od 1 do 3 um przy geometrycznym standardowym odchyleniu (o) réwnym od

1,5 do 3,0 (4). Nalezy dotozy¢ uzasadnionych staraf, aby spehi¢ t¢ norme, jednak w razie niemoznosci jej

osiggniccia trzeba przedstawi¢ specjalistyczng opini¢. Na przyklad czastki par metali bedg mniejsze od tej normy,

a naladowane czastki i wiékna moga ja przekraczal.

Przygotowywanie badanej substancji chemicznej w nosniku

21. Najlepiej byloby, gdyby badana substancja chemiczna byla analizowana bez nos$nika. Jezeli w celu osiggniecia
odpowiedniego stezenia i wielkoSci czastek badanej substancji chemicznej konieczne jest stosowanie nos$nika,
preferowanym nos$nikiem powinna by¢ woda. Zawsze kiedy badana substancja chemiczna jest rozpuszczona
w nos$niku, nalezy wykaza¢ jej stabilno$c.

MONITOROWANIE WARUNKOW NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANC]I
Przeplyw powietrza w komorze

22. Przeplyw powietrza przez komorg inhalacyjna powinien by¢ doktadnie kontrolowany, monitorowany w sposob
ciagly i rejestrowany przynajmniej co godzing podczas kazdego narazenia. Monitorowanie w czasie rzeczy-
wistym stezenia (lub jego czasowej stabilno$ci) badanej substancji w atmosferze doswiadczalnej jest calosciowym
pomiarem wszystkich parametréw dynamicznych i stanowi posredni sposéb kontrolowania wszystkich istotnych
dynamicznych parametréw inhalacyjnych. Jesli st¢zenie jest monitorowane w czasie rzeczywistym, czestotliwos§¢
pomiaru przeplywu powietrza moze by¢ zmniejszona do jednego pomiaru dziennie na narazenie. Szczegdlng
uwage nalezy zwrdci¢ na unikanie ponownego wdychania w komorach stuzacych do narazania tylko przez nos.
Stezenie tlenu powinno wynosi¢ co najmniej 19 %, a stezenie dwutlenku wegla nie powinno przekracza¢ 1 %.
Jezeli istnieja powody, by przypuszczaé, Ze norma ta nie moze zostaé osiagnigta, nalezy mierzy¢ stezenia tlenu
i dwutlenku wegla. Jesli w pierwszym dniu narazenia pomiary wykaza, ze st¢zenia tych gazéw sa odpowiednie,
dalsze pomiary nie powinny by¢ konieczne.

Temperatura i wilgotno$¢ wzgledna w komorze

23. Temperatura w komorze powinna by¢ utrzymywana na poziomie 22 * 3 °C. Wilgotno$¢ wzgledna w strefie
oddychania zwierzat powinna by¢ stale monitorowana i rejestrowana co godzing podczas kazdego narazenia,
jezeli to mozliwe, zaréwno w przypadku narazenia tylko przez nos, jak i narazenia calego ciala. Wilgotno$é
wzgledna powinna by¢ utrzymywana w przedziale od 30 do 70 %, lecz moze to by¢ albo nieosiagalne (np. przy
badaniu mieszanin na bazie wody), albo niemierzalne z powodu interferencji badanej substancji chemicznej
z metodg badawczg.

Badana substancja chemiczna: st¢zenie nominalne

24. Stezenie nominalne w komorze inhalacyjnej powinno by¢ obliczane i rejestrowane, gdy tylko jest to mozliwe.
Stezenie nominalne to masa wprowadzonej badanej substancji chemicznej podzielona przez catkowita objetosé
powietrza przepuszczonego przez system komory inhalacyjnej. Stezenie nominalne nie stuzy do charakteryzo-
wania narazenia zwierzat, lecz poréwnanie stezenia nominalnego i steZenia rzeczywistego umozliwia okreslenie
w przyblizeniu efektywnosci uktadu badawczego, a tym samym moze by¢ uzywane do wykrywania probleméw
z funkcjonowaniem tego ukladu.



19.3.2014 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej L 81/59

Badana substancja chemiczna: stezenie rzeczywiste

25. Stezenie rzeczywiste to stezenie badanej substancji chemicznej w probkach pobranych w strefie oddychania
zwierzat w komorze inhalacyjnej. Stezenie rzeczywiste mozna obliczy¢ za pomoca metod specyficznych (np.
bezposredniego pobierania prébek, metod adsorpcyjnych lub z wykorzystaniem reaktywnosci chemicznej,
a nastgpnie charakterystyki analitycznej) lub metod niespecyficznych, takich jak analiza grawimetryczna przy
zastosowaniu filtra. Zastosowanie metody grawimetrycznej jest dopuszczalne tylko w przypadku jednosktadni-
kowych aerozoli proszkowych lub aerozoli cieczy o niskiej lotnosci i powinno by¢ poparte odpowiednia
charakterystyka badanej substancji chemicznej opracowana przed badaniem. Stezenie wicloskladnikowego aero-
zolu proszkowego takze mozna okresli¢ za pomoca metody grawimetrycznej. Wymaga to jednak danych
analitycznych, ktére dowodzg, ze sklad materialu w powietrzu jest podobny do materialu wyjsciowego. Jesli
te informacje nie sg dostgpne, konieczna moze by¢ ponowna analiza badanej substancji chemicznej (najlepiej
w stanie zawieszonym w powietrzu) w regularnych odstepach czasu w trakcie trwania badania. W przypadku
srodkéw w aerozolu, ktére moga parowal lub sublimowa¢, nalezy wykazac, ze wszystkie fazy zebrano przy
uzyciu wybranej metody.

26. O ile to mozliwe, przez caly czas trwania badania nalezy uzywac¢ jednej partii badanej substancji chemicznej,
a badana prébka powinna by¢ przechowywana w warunkach zapewniajacych zachowanie jej czystosci, jedno-
rodnoéci i stabilnoSci. Przed rozpoczgciem badania nalezy scharakteryzowad badang substancje chemiczng,
w tym okresli¢ jej czysto$¢ oraz, jezeli jest to technicznie mozliwe, tozsamos¢ i ilosci zidentyfikowanych
domieszek i zanieczyszczen. Mozna to przedstawi¢ m.in. za pomocg nastgpujacych danych: czasu retencji
i wzglednej powierzchni sygnatu, masy czasteczkowej uzyskanej w drodze spektrometrii masowej lub chroma-
tografii gazowej badZz innych oszacowan. Mimo Zze oznaczenie tozsamosci badanej probki nie nalezy do
obowiazkéw laboratorium badawczego, rozsadne moze by¢ potwierdzenie przez to laboratorium charaktery-
styki, ktorg przedstawil sponsor, przynajmniej w ograniczonym zakresie (np. co do koloru, cech fizycznych itp.).

27. Podczas badania nalezy utrzymywaé mozliwie niezmienng atmosfere. W celu wykazania stabilnosci warunkéw
narazenia mozna wykorzysta¢ urzadzenie umozliwiajace monitorowanie w czasie rzeczywistym, takie jak foto-
metr w przypadku aerozoli lub analizator weglowodoréw catkowitych w przypadku par. Stezenie rzeczywiste
w komorze powinno by¢ mierzone co najmniej 3 razy w ciagu kazdego dnia narazenia dla kazdego poziomu
narazenia. Jesli nie jest to mozliwe ze wzgledu na ograniczone natg¢zenie przepltywu powietrza lub niskie
stezenie, dopuszczalne jest pobieranie jednej prébki na okres narazenia. Najlepiej byloby, gdyby w takim
przypadku prébka byla pobierana przez caly okres narazenia. Wartosci stezenn w komorze dla poszczegdlnych
probek nie powinny odbiegaé od Sredniego stezenia w komorze o wigcej niz + 10 % dla gazéw i par oraz
o wiecej niz +20 % dla aerozoli cieklych lub stalych. Nalezy obliczy¢ i podaé okres wyrdéwnania stezen
w komorze (tg5). Czas trwania narazenia obejmuje czas wprowadzania badanej substancji chemicznej do
komory. Uwzglednia si¢ w tym okres wyréwnania stezen w komorze (tgs) i czas rozpadu. Wytyczne dotyczace
szacowania to; mozna znalezé w GD 39 (2).

28. W przypadku bardzo zlozonych mieszanin skladajacych sie z gazéw/par i aerozoli (np. w przypadku atmosfery
spalania i badanych substancji chemicznych wydzielanych ze specjalnych produktéw/urzadzent do zastosowania
koncowego) kazda faza moze zachowywac si¢ inaczej w komorze inhalacyjnej. W zwiazku z tym nalezy wybraé
co najmniej jedna substancje wskaznikowq (analit) kazdej fazy (gaz/pary i aerozol), zwykle gtéwny skladnik
aktywny w mieszaninie. Jezeli badana substancja chemiczna jest mieszaning, nalezy podac stezenie analityczne
w odniesieniu do calej mieszaniny, a nie tylko skladnika aktywnego lub substancji wskaznikowej (analitu).
Dodatkowe informacje na temat stezen rzeczywistych mozna znalezé w GD 39 (2).

Badana substancja chemiczna: rozklad wielko$ci czastek

29. Rozklad wielko$ci czastek aerozoli nalezy okresla¢ co najmniej raz w tygodniu w odniesieniu do kazdego
poziomu steZenia za pomocg impaktora kaskadowego lub innego instrumentu takiego jak aerodynamiczny
spektrometr pomiaru czastek. Jezeli mozna wykaza¢ réwnowazno$¢ wynikéw uzyskanych za posrednictwem
impaktora kaskadowego i innego instrumentu, to ten inny instrument moze by¢ stosowany przez caly okres
badania.

30. W celu potwierdzenia sprawnosci zatrzymywania czgstek przez instrument gléwny nalezy réwnolegle do tego
instrumentu stosowa¢ drugie urzadzenie, takie jak filtr grawimetryczny lub odpylacz/belkotka. Stezenie masowe
uzyskane na podstawie analizy wielkoSci czastek powinno miesci¢ si¢ w rozsadnych granicach stezenia maso-
wego uzyskanego poprzez analiz¢ filtréw [zob. GD 39 (2)]. Dalsze pomiary potwierdzajagce mozna pomingd,
jesli mozna wykaza¢ réwnowazno$¢ w odniesieniu do wszystkich stezen badanych w poczatkowej fazie badania.
Ze wzgledu na dobrostan zwierzat nalezy podja¢ Srodki majace na celu zminimalizowanie ilo$ci danych niejed-
noznacznych, ktére moga spowodowac konieczno$¢ powtérzenia badania.

31. Klasyfikacje czastek wedlug wielkoSci nalezy przeprowadzi¢ w odniesieniu do par, jezeli istnieje jakakolwiek
mozliwos¢ tworzenia si¢ aerozolu wskutek kondensacji par lub jesli czastki sa wykrywane w atmosferze parowej
majacej potencjal tworzenia faz mieszanych.
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OBSERWACJE

32. Zwierz¢ta powinny by¢ poddane obserwacji Klinicznej przed okresem narazenia, w jego trakcie i po nim.
W zalezno$ci od reakeji zwierzat podczas narazenia wskazane moze by¢ czestsze dokonywanie obserwaci.
Jezeli obserwacja zwierzat jest utrudniona wskutek zastosowania rur unieruchamiajacych zwierzgta, stabo o$wiet-
lonych komér do narazania calego ciala lub nieprzejrzystosci powietrza, zwierzgta powinny by¢ uwaznie
obserwowane po narazeniu. W ramach obserwacji przed kolejnym dniem narazenia mozna oceni¢ odwracalnosé
lub nasilenie skutkéw toksycznych.

33. Wszystkie obserwacje sg systematycznie zapisywane, przy czym w odniesieniu do kazdego zwierzgcia prowa-
dzone s3 indywidualne rejestry. W przypadku u$miercenia zwierzat z przyczyn humanitarnych lub stwierdzenia
u nich zgonu nalezy mozliwie jak najdokladniej zapisa czas zgonu.

34. Obserwacje zwierzat w klatkach powinny obejmowaé zmiany skéry i sierSci, oczu i blon $luzowych; zmiany
w ukladzie oddechowym i ukladzie krazenia; zmiany w ukladzie nerwowym oraz zmiany w aktywnosci soma-
tycznej i sposobie zachowania. Nalezy po$wieci¢ uwage obserwacjom drzenia, konwulsji, §linotoku, biegunki,
letargu, snu i $pigczki. Pomiar temperatury w odbycie moze dostarczy¢ dodatkowych dowodéw odruchowego
spowolnienia oddechu lub hipo-/hipertermii w zwiazku z poddawaniem dzialaniu substancji lub przetrzymy-
waniem w zamknigciu. W protokole badania mozna uwzgledni¢ dodatkowe oceny, takie jak dotyczace: kinetyki,
biomonitoringu, czynnosci pluc, zatrzymywania stabo rozpuszczalnych substancji, ktére gromadzg si¢ w tkance
pluc, oraz zmian w zachowaniu.

MASA CIALA

35. Masg ciata poszczegélnych zwierzat nalezy odnotowal tuz przed pierwszym narazeniem (dzied 0), nastgpnie
dwa razy w tygodniu (na przyklad w piatki i poniedziatki, aby wykazaé zdrowienie przez weekend, kiedy nie
dochodzi do narazenia, lub w odstgpach czasu pozwalajacych na oceng toksycznosci ogdlnoustrojowej) oraz
w chwili zgonu lub eutanazji. Jezeli w ciggu pierwszych 4 tygodni nie wystapia zadne skutki, przez pozostaty
czas badania mase ciala mozna mierzy¢ co tydzien. Zwierz¢ta z grupy satelitarnej (grupy w badaniu odwracal-
nosci) (jezeli s3 wykorzystywane) nalezy wazy¢ co tydzien przez caly okres zdrowienia. Na koniec badania
wszystkie zwierzgta nalezy zwazy¢ tuz przed uSmierceniem, aby umozliwi¢ obiektywne obliczenie stosunku
masy poszczegdlnych organéw do masy ciala.

SPOZYCIE POKARMU I WODY

36. Spozycie pokarmu nalezy mierzy¢ raz w tygodniu. Spozycie wody réwniez mozna mierzyc.

PATOLOGIA KLINICZNA

37. Oceny z zakresu patologii Klinicznej nalezy przeprowadzaé dla wszystkich zwierzgt, w tym zwierzat z grupy
satelitarnej (grupy w badaniu odwracalnosci), gdy sa one u$miercane. Nalezy odnotowa¢ odstep czasu pomiedzy
zakonfczeniem narazenia a pobraniem krwi, szczeg6lnie gdy odtworzenie danego punktu koficowego jest szyb-
kie. Pobranie prébek po zakoficzeniu narazenia wskazane jest w przypadku tych parametréw, ktére charakte-
ryzuja si¢ krotkim okresem péltrwania w osoczu (np. COHb, CHE i MetHb).

38. Tabela 1 zawiera wykaz parametréw analizy patologicznej, ktdre sa na ogét wymagane we wszystkich badaniach
toksykologicznych. Badanie moczu nie jest wymagane jako badanie rutynowe, lecz moze by¢ wykonane, gdy
zostanie to uznane za przydatne na podstawie spodziewanej lub obserwowanej toksycznosci. Kierownik badania
moze postanowi¢ o ocenie dodatkowych parametrow, aby lepiej scharakteryzowal toksyczno$¢ badanej
substancji chemicznej (np. pseudocholinesterazy, lipidow, hormondw, réwnowagi kwasowo-zasadowej, methe-
moglobiny lub cialek Heinza, kinazy kreatynowej, stosunku komérek mieloidalnych do erytroidalnych, tropo-
niny, gazow krwi tetniczej, dehydrogenazy mleczanowej, dehydrogenazy sorbitolowej, dehydrogenazy glutami-
nianowej oraz gamma-glutamylotranspeptydazy).

Tabela 1

Standardowe parametry analizy patologicznej

Hematologia
Liczba czerwonych krwinek Cafkowita liczba leukocytow
Hematokryt Réznicowa liczba leukocytéw
Stezenie hemoglobiny Liczba plytek krwi
Srednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej Krzepliwo$¢ (wybraé jedng opcje):
Srednia objetosé krwinki czerwonej — Czas protrombinowy
Srednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej | — Czas krzepnigcia
Retikulocyty — Czas czgéciowej tromboplastyny po aktywacji
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39.

40.

41.

42.

Chemia kliniczna

Glukoza (¥) Aminotransferaza alaninowa
Cholesterol catkowity Aminotransferaza asparaginianowa
Tréjglicerydy Fosfataza alkaliczna

Azot mocznikowy we krwi Potas

Bilirubina catkowita S6d

Kreatynina Wapn

Biatko calkowite Fosfor

Albumina Chlorek

Globulina

Badanie moczu (opcjonalne)

Wyglad (barwa i metnosé) Bialko calkowite
Objetosé Glukoza

Cigzar whasciwy lub osmolalno$é Krew/komorki krwi
pH

(*) Poniewaz dlugi okres wstrzymywania podawania pokarmu moze prowadzi¢ do bledéw systematycznych w pomiarach
glukozy u zwierzat poddawanych dziataniu substancji w poréwnaniu ze zwierzetami z grupy kontrolnej, kierownik badania
powinien zdecydowaé, czy wstrzymanie karmienia zwierzat jest wlasciwe. Jezeli stosowane jest wstrzymanie podawania
pokarmu, jego okres powinien by¢ odpowiedni dla wykorzystywanych gatunkow zwierzat; w przypadku szczura moze to
by¢ 16 h (niekarmienie przez noc). Oznaczenie glukozy na czczo mozna przeprowadzi¢ po wstrzymaniu podawania
pozywienia przez calg noc w ciagu ostatniego tygodnia narazenia lub po calonocnym niekarmieniu przed sekcja zwlok
(w tym ostatnim przypadku wraz z pomiarem wszystkich innych parametréw analizy patologicznej).

Jezeli istnieja dowody na to, ze dolne drogi oddechowe (tj. pecherzyki ptucne) s3 gléwnym miejscem osadzania
si¢ i zatrzymywania danej substancji, preferowang technikg ilosciowej analizy hipotetycznych parametréw efektu
dawki zwigzanych z zapaleniem pecherzykéw plucnych, zapaleniem ptluc i fosfolipidoza moze by¢ plukanie
oskrzelowo-pecherzykowe. Umozliwia to wlasciwe zbadanie zaleznosci dawka-odpowiedZ i zmian uszkodzen
pecherzykow plucnych w funkgji czasu. Popluczyny oskrzelowo-pecherzykowe mozna badaé pod katem catko-
witej i roznicowej liczby leukocytow, bialka calkowitego oraz dehydrogenazy mleczanowej. Innymi parametrami,
ktére mozna wzia¢ pod uwage, sg te, ktdre wskazuja na uszkodzenia lizosoméw, fosfolipidoze, zwldknienie oraz
stan zapalny wskutek podraznienia lub stan alergiczny, ktory moze wymaga oznaczenia cytokin/chemokin
prozapalnych. Pomiary popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych na ogét uzupelniaja wyniki badan histopatolo-
gicznych, lecz nie mogg ich zastepowal. Wytyczne dotyczgce przeprowadzania plukania oskrzelowo-pecherzy-
kowego mozna znalezé w GD 39 (2).

BADANIE OFTALMOLOGICZNE

Badania oftalmologiczne dna oka, refrakcji, teczéwki i spojowki powinny by¢ przeprowadzane za pomoca
oftalmoskopu lub réwnowaznego urzadzenia u wszystkich zwierzat przed podaniem badanej substancji
chemicznej, a w przypadku wszystkich grup otrzymujacych wysokie stezenie substancji i kontrolnych na
zakonczenie badania. W przypadku wykrycia zmian w oczach nalezy przebadal wszystkie zwierzeta w pozos-
talych grupach, w tym w grupie satelitarnej (grupie w badaniu odwracalnosci).

WYRAZNE ZMIANY PATOLOGICZNE I MASA ORGANOW

Wszystkie badane zwierzgta, w tym te, ktére padly podczas badania lub zostaly wyeliminowane z badania ze
wzgledu na ich dobrostan, powinny zosta¢ poddane catkowitemu wykrwawieniu (jezeli to mozliwe) i pelnemu
rozpoznaniu histopatologicznemu. Nalezy odnotowaé czas pomiedzy zakoniczeniem ostatniego narazenia
kazdego zwierzecia a jego u$mierceniem. Jezeli sekcji zwlok nie mozna przeprowadzi¢ natychmiast po znale-
zieniu martwego zwierzecia, zwierze nalezy schlodzi¢ (nie zamrozi) do temperatury wystarczajaco niskiej do
zminimalizowania autolizy. Sekcje zwlok nalezy przeprowadzi¢ mozliwie szybko, zwykle w ciagu dnia lub
dwoch. W odniesieniu do kazdego zwierzgcia nalezy zarejestrowal wszystkie makroskopowe zmiany patolo-
giczne ze szczegblnym uwzglednieniem wszelkich zmian w drogach oddechowych.

Tabela 2 zawiera wykaz organdw i tkanek, ktére nalezy zachowal w odpowiednim $rodku w trakcie pelnego
rozpoznania histopatologicznego na potrzeby badania histopatologicznego. Organy i tkanki [wymienione
w nawiasach kwadratowych] oraz wszelkie inne organy i tkanki mozna zachowa¢ wedlug uznania kierownika
badania. Organy wymienione czcionkg pogrubiong nalezy okroi¢ i zwazy¢ w stanie wilgotnym niezwlocznie
po przeprowadzeniu sekcji w celu uniknigcia wyschnigcia. Tarczyce i najadrza nalezy zwazy¢ wylacznie
wowezas, gdy jest to konieczne, poniewaz okrajanie artefaktéw moze utrudni¢ oceng histopatologiczng. Tkanki
i organy nalezy utrwali¢ w 10 % roztworze buforowanej formaliny lub innej odpowiedniej substancji utrwala-
jacej niezwlocznie po przeprowadzeniu sekcji zwlok i nie pdZniej niz na 24-48 godzin przed okrojeniem,
w zaleznosci od stosowanej substancji utrwalajacej.
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Tabela 2

Organy i tkanki zachowywane w trakcie pelnego rozpoznania histopatologicznego

Nadnercza Przelyk
Aorta [Opuszka wechowa]
Szpik kostny (lub §wiezy aspirat) Jajniki

Mézg (w tym wycinki kresomézgowia, mézdzku | Trzustka
i rdzenia/mostu)
Przytarczyce
Jelito Slepe
Nerw obwodowy (kulszowy lub piszczelowy, najlepiej

Okreznica blisko migsnia)

Dwunastnica Przysadka

[Najadrza] Prostata

[Oczy (siatkowka, nerw wzrokowy) i powieki] Odbytnica

Ko$¢ udowa i staw kolanowy Gruczoly §linowe

Woreczek zélciowy (jezeli wystepuje) Pecherzyki nasienne

[Gruczoly przyoczne] Skéra

Serce Rdzenn  kregowy (odcinek  szyjny, S$rodpiersiowy

Jelito krete i ledzwiowy)

Jelito czcze Sledziona
Nerki Mostek
[Gruczoly tzowe (zewnatrzoczodotowe)] Zotgdek
Krtan (3 poziomy, w tym podstawa naglo$ni) Zgby
Wiatroba Jadra

Pluco (wszystkie platy na jednym poziomie, w tym | Grasica
oskrzela gtéwne)
Tarczyca
Wezly chlonne z okolicy wneki pluca, szczegélnie
w przypadku badan stabo rozpuszczalnych badanych | [Jezyk]
substancji chemicznych majacych postaé czastek
stalych. Na potrzeby bardziej poglebionych badan | Tchawica (co najmniej 2 wycinki, w tym 1 wycinek
lub badafi immunologicznych mozna wzig¢ pod | pobrany podiuznie poprzez ostroge i 1 wycinek
uwage dodatkowe wezly chlonne, np. z czgsci §réd- | pobrany poprzecznie)

piersiowej, szyjnej/podzuchwowej lub usznej
[Moczowdd]
Wezly chlonne (dystalne w stosunku do wrét zaka-

Zenia) [Cewka moczowa]

Gruczol mlekowy (u samic) Pecherz moczowy

Migsien (udo) Macica
Tkanki nosogardla (co najmniej 4 poziomy; 1 po-
ziom ma obejmowaé przew6éd nosowo-gardlowy

i tkanke limfat i Sluzowk
zN AE_IFI))Q iiatyczng zwigzang ze SUZOWKR nosa Wszystkie makroskopowe zmiany patologiczne i masy

Organy docelowe

43. Pluca nalezy usunaé¢ w stanie nienaruszonym, zwazy¢ i zaaplikowaé odpowiednia substancj¢ utrwalajaca pod
ci$nieniem 20-30 cm wody celem zapewnienia utrzymania ich struktury (5). Wycinki nalezy pobra¢ dla wszyst-
kich platéw na jednym poziomie, w tym z oskrzeli gléwnych, lecz w przypadku przeprowadzania plukania
oskrzelowo-pecherzykowego z nieprzeptukanego platu nalezy pobraé wycinki na trzech poziomach (nie szere-
gowo).
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44, Nalezy zbada¢ co najmniej 4 poziomy tkanek nosogardla, z ktérych jeden powinien obejmowaé przewdd
nosowo-gardtowy (5) (6) (7) (8) (9), aby umozliwi¢ odpowiednie zbadanie nablonka plaskiego, przejsciowego
(oddechowego nieurzgsionego), oddechowego (oddechowego urzgsionego) i wechowego, a takze tkanki limfa-
tycznej zwigzanej ze $luzéwka nosa (NALT) (10) (11). Nalezy zbadal trzy poziomy krtani, a jeden z tych
pozioméw powinien obejmowaé podstawe naglo$ni (12). Nalezy zbadaé co najmniej dwa poziomy tchawicy,
w tym pobraé jeden wycinek pobrany podluznie przez ostroge rozgalezienia oskrzeli pozaplucnych i jeden
wycinek pobrany poprzecznie.

HISTOPATOLOGIA

45. Oceng histopatologiczng wszystkich organéw i tkanek wymienionych w tabeli 2 nalezy przeprowadzi¢ w odnie-
sieniu do grupy kontrolnej i grupy otrzymujacej wysokie stezenie substancji, a takze wszystkich zwierzat, ktére
padly lub zostaly u$miercone podczas badania. Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na drogi oddechowe, organy
docelowe i makroskopowe zmiany patologiczne. Organy i tkanki zwierzat z grupy otrzymujacej wysokie
stezenie substancji, w ktérych stwierdzono zmiany patologiczne, nalezy zbadaé we wszystkich grupach.
Kierownik badania moze postanowi¢ o przeprowadzeniu ocen histopatologicznych dodatkowych grup, aby
wykazaé wyrazng zalezno$¢ stezenie-odpowiedz. Jesli uzywa si¢ grupy satelitarnej (grupy w badaniu odwracal-
nosci), nalezy przeprowadzi¢ oceng histopatologiczna wszystkich tkanek i organéw, w ktdrych stwierdzono
skutki podania substancji w grupach otrzymujacych substancj¢ badang. W przypadku wystgpowania nadmiernej
liczby wezesnych zgonéw lub innych probleméw w grupie poddawanej wysokiemu narazeniu, ktére negatywnie
wplywaja na istotno§¢ danych, badania histopatologiczne nalezy przeprowadzi¢ w grupie otrzymujacej dang
substancje o kolejnym, nizszym stezeniu. Nalezy podjaé probe skorelowania wynikoéw catosci obserwacji z wyni-
kami badan mikroskopowych.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Dane

46. W odniesieniu do kazdego zwierzecia nalezy przedstawi¢ dane dotyczace masy ciala, spozycia pokarmu, pato-
logii klinicznej, wyraznych zmian patologicznych, masy organéw i histopatologii. Dane z obserwacji klinicznych
nalezy zestawi¢ w postaci tabeli, przedstawiajac w odniesieniu do kazdej badanej grupy liczbe wykorzystanych
zwierzat, liczbe zwierzat wykazujacych specyficzne oznaki toksycznosci, liczbe zwierzat padlych w trakcie
trwania badania lub u$mierconych z przyczyn humanitarnych, czas zgonu poszczegdlnych zwierzat, opis
skutkow toksycznych oraz ich przebieg w czasie i odwracalno$¢, a takze wyniki sekcji zwlok. Wszystkie wyniki
iloSciowe i dodatkowe nalezy oceni¢ za pomocg wlasciwej metody statystycznej. Mozna zastosowaé dowolng
ogdlnie przyjeta metode statystyczng, przy czym wyboru metod statystycznych nalezy dokonaé podczas przy-
gotowywania projektu badania.
Sprawozdanie z badania

47. Sprawozdanie z badania powinno w stosownych przypadkach zawiera¢ nastepujace informacje:
Badane zwierzgta i ich hodowla

— opis warunkow przetrzymywania w klatkach, w tym: liczba (lub zmiana liczby) zwierzat na klatke, Scidlka,
temperatura otoczenia i wilgotno$¢ wzgledna, fotoperiod i okreslenie diety,

— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie zastosowania gatunkéw innych niz szczur. Mozna przed-
stawi¢ zrédlo i dane historyczne, jezeli dotycza one zwierzat poddanych podobnemu narazeniu oraz
warunkom przebywania i zywieniowym,

— liczba, wiek i ple¢ zwierzat,

— metoda randomizacji,

— opis wszelkich przygotowan przed badaniem, w tym diety, kwarantanny i leczenia choréb.
Badana substancja chemiczna

— cechy fizyczne, czysto$¢ oraz w stosownych przypadkach wlasciwosci fizykochemiczne (w tym izomeryza-
Gja),

— dane identyfikacyjne i numer w rejestrze Chemical Abstract Services (CAS), jezeli jest znany.
Nosnik
— uzasadnienie zastosowania no$nika oraz uzasadnienie wyboru nosnika (jezeli jest inny niz woda),

— dane historyczne lub réwnolegle, wykazujace, ze no$nik nie zaktdca wyniku badania.
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Komora inhalacyjna

szczeg6towy opis komory inhalacyjnej, w tym jej rozmiary i schemat,

zrédto i opis wyposazenia wykorzystywanego do celéw narazenia, jak réwniez do wytwarzania atmosfery,

— wyposazenie do pomiaru temperatury, wilgotnosci, rozmiaru czastek i stezenia rzeczywistego,

zrodlo powietrza i system klimatyzacji,
metody kalibracji wyposazenia w celu zapewnienia jednorodnej atmosfery na potrzeby badania,
réznica ci$nienia (dodatnia lub ujemna),

porty narazenia w komorze (narazenie tylko przez nos); lokalizacja zwierzat w komorze (narazenie calego
ciata),

stabilno$¢ atmosfery do$wiadczalnej,
lokalizacja czujnikéw temperatury i wilgotnosci oraz pobieranie prébek powietrza w komorze,

oczyszczanie dostarczanego/odprowadzanego powietrza,

— natezenie przeplywu powietrza, natg¢zenie przeptywu powietrza/port narazenia (narazenie tylko przez nos)

lub fadunek zwierzat/komore (narazenie calego ciata),

— okres wyréwnania stezefi w komorze inhalacyjnej (tys),
— liczba zmian objetosci na godzing,

— urzadzenia pomiarowe (w stosownych przypadkach).
Dane dotyczgce narazenia

— uzasadnienie wyboru docelowego stezenia w badaniu gléwnym,

stezenia nominalne (catkowita masa badanej substancji chemicznej wprowadzonej do komory inhalacyjnej
podzielona przez objeto$¢ powietrza przepuszczonego przez komorg),

rzeczywiste stezenia badanej substancji chemicznej w probkach ze strefy oddychania zwierzat; w przypadku
mieszanin, ktore tworza heterogeniczne formy fizyczne (gazy, pary, aerozole), kazda substancje mozna
przeanalizowa¢ oddzielnie,

wszystkie steZenia substancji w powietrzu nalezy podawaé w jednostkach masy (mg/l, mg/m’® itd.), a nie
w jednostkach objetosci (ppm, ppb itd.),

rozklad wielkoSci czastek, $rednica aerodynamiczna mediany rozkladu masowego (MMAD) oraz geomet-
ryczne standardowe odchylenie (o), W tym metody ich obliczania. Nalezy odnotowa¢ poszczegdlne analizy
wielkosci czastek.

Warunki badania

szczegdtowe informacje na temat przygotowania badanej substancji chemicznej, w tym szczegély dotyczace
wszelkich procedur zastosowanych w celu zmniejszenia rozmiaru czgstek cial statych lub przygotowania
roztworéw badanej substancji chemicznej,

opis (najlepiej wraz ze schematem) wyposazenia wykorzystywanego do wytworzenia atmosfery na potrzeby
badania i narazania zwierzat na jej dzialanie,

szczegOtowe informacje na temat wyposazenia stosowanego do monitorowania temperatury, wilgotnosci
i przeplywu powietrza w komorze (tj. opracowanie krzywej kalibracyjnej),

szczegolowe informacje na temat wyposazenia stosowanego do pobierania probek na potrzeby okreslenia
stezenia w komorze i rozkladu wielkosci czastek,

szczegdtowe informacje na temat zastosowanej metody analizy chemicznej oraz walidacji metody (w tym
wydajno$¢ odzysku badanej substancji chemicznej ze §rodka do pobierania prébek),
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— metoda randomizacji przypisywania zwierzat do grupy badanej i grupy kontrolnej,

— szczegblowe informacje na temat jakosci pozywienia i wody (wlaczajac w to rodzajjZzrédio diety oraz Zrédlo

wody),

uzasadnienie wyboru badanych stezer.

Wyniki

tabelaryczne zestawienie temperatury, wilgotnosci i przeplywu powietrza w komorze,
tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych nominalnego i rzeczywistego stezenia w komorze,

tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych rozmiaru czgstek, w tym danych dotyczacych gromadzenia

prébek analitycznych, rozktadu wielkosci czastek oraz obliczenia MMAD i o,

tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych reakeji i poziomu stezenia dla kazdego zwierzecia (tj. zwierzat
wykazujacych oznaki toksycznosci, w tym $miertelno$¢, rodzaj, ostros¢, czas pojawienia si¢ i czas trwania
objawéw),

tabelaryczne zestawienia masy poszczegélnych zwierzat,
tabelaryczne zestawienia spozycia pokarmu,
tabelaryczne zestawienie danych z zakresu patologii klinicznej,

wyniki sekcji zwlok oraz badan histopatologicznych w odniesieniu do kazdego zwierzecia, jezeli sa dostepne.

Oméwienie i interpretacja wynikow

szczeg6lny nacisk nalezy polozy¢ na opis metod zastosowanych w celu spelnienia kryteridw niniejszej
metody badawczej, np. dotyczacych stezenia granicznego lub rozmiaru czgstek,

nalezy uwzgledni¢ respirabilno$¢ czastek w Swietle wynikéw ogélnych, szczegélnie jezeli nie mozna byto
spetni¢ kryterium rozmiaru czastek,

w 0gdlnej ocenie badania nalezy uwzgledni¢ spéjnos¢ metod zastosowanych w celu okreslenia nominalnego
i rzeczywistego stezenia oraz relacji migdzy stezeniem rzeczywistym a nominalnym,

nalezy uwzgledni¢ prawdopodobna przyczyne zgonu i dominujacy sposéb dzialania (ogélnoustrojowy
W poréwnaniu z miejscowym),

nalezy przedstawi¢ wyjasnienie, jezeli zaistniata konieczno§¢ humanitarnego u$miercenia zwierzat wykazu-
jacych oznaki bolu lub objawy ostrego i przewleklego stresu, zgodnie z kryteriami zawartymi w wytycznych
OECD dotyczacych humanitarnego punktu koncowego (3),

nalezy okresli¢ organy docelowe,

nalezy okresli¢c NOAEL i LOAEL.
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DEFINICJA

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomocg niniejszej metody badawczej.

B.30. BADANIA TOKSYCZNOSCI PRZEWLEKLE]

WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna metodzie opisanej w dotyczacej badan wytycznej OECD nr 452
(OECD TG 452) (2009). Pierwotna TG nr 452 przyjeto w 1981 r. Opracowanie niniejszej zmienionej metody
badawczej B.30 uznano za konieczne w celu odzwierciedlenia ostatnich zmian w dziedzinie dobrostanu
zwierzat i wymogéw regulacyjnych (1) (2) (3) (4). Aktualizacj¢ niniejszej metody badawczej B.30 przeprowa-
dzono réwnolegle z zmianami rozdziatu B.32 niniejszego zalacznika, dotyczacego badan rakotworczosci, oraz
rozdziatlu B.33 niniejszego zalgcznika, dotyczacego faczonych badan toksycznosci przewleklej/rakotwoérczosci,
w celu uzyskania dodatkowych informacji na podstawie zwierzat wykorzystanych w badaniu oraz w celu
zapewnienia dalszych szczegblowych informacji na temat doboru dawek. Niniejsza metode badawcza opraco-
wano w celu jej wykorzystywania w badaniach szerokiego zakresu chemikaliéw, w tym pestycydéw i chemika-
liow przemystowych.

Wigkszo$¢ badan toksycznosci przewleklej przeprowadza si¢ z wykorzystaniem gatunkow gryzoni, w zwiazku
z czym niniejsza metoda badawcza przewidziana jest do stosowania przede wszystkim w badaniach z wyko-
rzystaniem takich gatunkéw. W razie koniecznosci przeprowadzenia takich badan z wykorzystaniem gatunkow
innych niz gryzonie mozna takze zastosowal zasady i procedury okreSlone w niniejszej metodzie badawczej,
przy wprowadzeniu odpowiednich modyfikacji, wraz z zasadami i procedurami okreslonymi w rozdziale B.27
niniejszego zalgcznika, dotyczacym 90-dniowego badania toksycznosci pokarmowej wywolanej powtarzanym
dawkowaniem z wykorzystaniem gatunkéw innych niz gryzonie (5), zgodnie z wytycznymi OECD nr 116
dotyczacymi opracowywania i przeprowadzania badan toksycznosci przewleklej i rakotworczosci (6).

Trzy gléwne drogi podania stosowane w badaniach toksycznoéci przewleklej to droga pokarmowa, dermalna
i inhalacyjna. Wybor drogi podania zalezy od fizycznych i chemicznych wiasciwosci badanej substancji
chemicznej oraz gtéwnej drogi narazenia ludzi. Dodatkowe informacje na temat wyboru drogi narazenia
przedstawiono w wytycznych OECD nr 116 (6).

W ramach niniejszej metody badawczej kladzie si¢ nacisk na narazenie droga pokarmowa, ktéra jest droga
najczesciej stosowang w badaniach toksycznosci przewleklej. Przeprowadzenie dlugoterminowych badan obej-
mujgcych narazenie droga dermalng lub inhalacyjna moze by¢ réwniez konieczne do oceny ryzyka dla zdrowia
ludzi lub wymagane w ramach pewnych systeméw regulacji, jednak obydwie te drogi narazenia wymagaja
badan bardzo zlozonych technicznie. Takie badania beda musialy zosta¢ opracowane dla poszczeg6lnych
przypadkéw, jednak opisana w niniejszym rozdziale metoda badawcza majaca na celu oceng i oszacowanie
toksycznodci przewleklej przy pokarmowej drodze podania moze stanowi¢ podstawe dla protokolu badania
z zastosowaniem inhalacyjnej lub dermalnej drogi podania, z zastrzezeniem zalecen dotyczacych okreséw
poddawania dzialaniu substancji, parametréw klinicznych, parametréw analizy patologicznej itp. Dostgpne sa
wytyczne OECD dotyczace podawania badanych substancji chemicznych droga inhalacyjng (6) (7) i droga
dermalng (6). Podczas opracowywania badan uwzgledniajacych dluzszy okres narazenia droga inhalacyjng
nalezy w szczegdlno$ci wziaé pod uwage rozdzial B.8 niniejszego zalacznika (8) oraz rozdzial B.29 niniejszego
zalacznika (9), a takze wytyczne OECD dotyczace badania ostrej toksycznosci inhalacyjnej (7). W przypadku
badan przeprowadzanych droga dermalng nalezy uwzgledni¢ rozdzial B.9 niniejszego zalacznika (10).

Badanie toksycznosci przewleklej dostarcza informacji na temat potencjalnych zagrozen dla zdrowia, ktérych
pojawienie si¢ jest prawdopodobne w przypadku narazenia powtarzajacego sie¢ przez znaczng cze$¢ dlugosci
zycia gatunku wykorzystanego w badaniu. Badanie dostarczy informacji na temat skutkéw toksycznych badanej
substancji chemicznej oraz wskaze organy docelowe i mozliwos¢ akumulacji. Badanie moze takze dostarczy¢
szacunkowych informacji na temat poziomu dawkowania, przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian,
ktore to informacje mozna wykorzysta¢ do ustalenia kryteriow bezpieczenistwa dla narazenia ludzi. Podkresla si¢
réwniez konieczno$¢ uwaznych obserwacji klinicznych zwierzgt, aby uzyska¢ mozliwie jak najwigcej informacgji.
Cele badafi w ramach niniejszej metody badawczej obejmuja:

— okreslenie toksycznosci przewleklej badanej substancji chemicznej,

— okreslenie organdéw docelowych,

— scharakteryzowanie zalezno$ci dawka-odpowiedz,

— okreslenie poziomu dawkowania, przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOAEL), lub punktu
wyjscia dla ustalenia dawki wyznaczajacej (BMD),

— oszacowanie skutkdw toksycznosci przewleklej przy poziomach narazenia ludzi,

— dostarczenie danych na potrzeby zbadania hipotez dotyczacych sposobu dziatania (6).
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ZALOZENIA WSTEPNE

Podczas oceny i oszacowania wlasciwosci toksykologicznych badanej substancji chemicznej laboratorium
badawcze powinno wziaé pod uwage wszystkie dostepne informacje na temat badanej substancji chemicznej
przed rozpoczgciem badania, aby opracowac taki projekt badania, ktéry umozliwi zbadanie potencjalu wywo-
lywania toksycznosci przewleklej w sposéb bardziej efektywny oraz zminimalizuje wykorzystanie zwierzat.
Informacje, ktére beda pomocne w opracowywaniu projektu badania, obejmujg tozsamos¢, strukture chemiczng
i wlasciwosci fizykochemiczne badanej substancji chemicznej; wszelkie informacje na temat sposobu dzialania;
wyniki wszelkich badari toksycznosci in vitro lub in vivo; przewidywane zastosowania i potencjalne narazenie
ludzi; dostepne dane dotyczace (Q)SAR oraz dane toksykologiczne dotyczace strukturalnie powigzanych zwigz-
kéw; dostepne dane toksykokinetyczne (jesli dostepne, dane dotyczace kinetyki jednorazowego podania
i podania powtarzanego) oraz dane pochodzace z innych badan narazenia powtarzanego. Oceng toksycznosci
przewleklej nalezy przeprowadzi¢ wylacznie po uzyskaniu wstepnych informacji na temat toksycznosci na
podstawie 28-dniowych lub 90-dniowych badaf toksycznosci wywolanej powtarzanym dawkowaniem.
W kontekscie ogdlnej oceny potencjalnych niepozadanych skutkéw dla zdrowia wywolywanych przez dana
badang substancj¢ chemiczng w badaniu toksycznosci przewleklej nalezy rozwazy¢ podejicie oparte na etapach
(11) (12) (13) (14).

Metody statystyczne najbardziej odpowiednie do analizy wynikéw, przy uwzglednieniu ukladu doswiadczalnego
i celéw badania, nalezy ustali¢ przed rozpoczeciem badania. Wsréd kwestii, jakie nalezy rozwazy¢, znajduje sie
pytanie, czy dane statystyczne powinny obejmowal korekte uwzgledniajaca zwierzgta, ktore przezyly, oraz
analiz¢ w przypadku przedwczesnego u$miercenia jednej grupy lub wigkszej liczby grup. Wytyczne dotyczace
odpowiednich analiz statystycznych i kluczowe odniesienia do przyjetych na poziomie miedzynarodowym
metod statystycznych zawarto w wytycznych nr 116 (6), a takze wytycznych nr 35 dotyczacych analizy
i ewaluacji badan toksycznosci przewleklej i rakotwérczosci (15).

Podczas przeprowadzania badania toksycznosci przewleklej nalezy w kazdym przypadku kierowaé si¢ zasadami
przewodnimi i czynnikami przedstawionymi w wytycznych OECD nr 19 dotyczacych rozpoznawania, oceny
i wykorzystania objaw6éw Klinicznych jako humanitarnego punktu koficowego w odniesieniu do zwierzat
wykorzystywanych w badaniu oceny bezpieczefistwa (16), a zwlaszcza pkt 62 tego dokumentu. Punkt ten
stanowi, ze: »[w] badaniach z zastosowaniem powtarzanej dawki, jesli zwierze wykazuje objawy kliniczne, ktére postepujg,
prowadzgc do dalszego pogorszenia jego stanu, nalezy podjgé uzasadniong decyzje, czy w sposéb humanitarny usmiercié
takie zwierze. Taka decyzja powinna opieraé sig na rozwazeniu wartosci informacji, jakie mozna uzyskac dzigki dalszemu
utrzymywaniu takiego zwierzecia w ramach badania, i uwzgledniaé ogdlny stan takiego zwierzgcia. Jesli zapadnie decyzja
0 pozostawieniu takiego zwierzgcia w badaniu, czestotliwos¢ obserwadji nalezy w razie potrzeby zwigkszyé. Mozna takze
tymczasowo zaprzesta¢ dawkowania, jesli nie wplynie to w sposéb niekorzystny na cel badania, a zmniejszy cierpienie lub
stres odczuwany przez zwierzg, lub tez mozna zmniejszy¢ podawang dawke.

Szczegblowe wytyczne dotyczace zasad doboru dawek w przypadku badan toksycznosci przewleklej i rakotwor-
czosci, a takze omowienie takich zasad, mozna znalezé w wytycznych nr 116 (6) oraz w publikacjach Migdzy-
narodowego Instytutu Nauk Biologicznych (ILSI) (17) (18). Gléwna strategia doboru dawek zalezy od gléwnego
celu lub celéw badania (pkt 6). Podczas doboru odpowiednich pozioméw dawek nalezy zachowaé rownowage
miedzy kontrolg zagrozenia a okresleniem reakgji na niskie dawki i ich istotno$cig. Ma to szczeg6lne znaczenie
w sytuacji, w ktérej planuje sie przeprowadzi¢ laczone badanie toksycznosci przewleklej i rakotwdrczosci
(rozdzial B.33 niniejszego zalacznika) (pkt 11).

Nalezy rozwazy¢ przeprowadzenie taczonego badania toksycznosci przewleklej i rakotwérczosci (rozdziat B.33
niniejszego zalacznika) zamiast przeprowadzania osobno badania toksycznosci przewleklej (niniejsza metoda
badawcza B.30) i badania rakotworczosci (rozdzial B.32 niniejszego zalacznika). W pordéwnaniu z przeprowa-
dzaniem dwdch osobnych badan taczone badanie zapewnia wigkszg efektywno$¢ pod wzgledem czasu i kosz-
téw, a jednoczesnie nie obniza jakosci danych na etapie badania toksycznosci przewleklej ani na etapie badania
rakotworczo$ci. Przy przeprowadzaniu laczonego badania toksycznosci przewleklej i rakotworczosei (rozdziat
B.33 niniejszego zalacznika) nalezy jednak zwrdci¢ szczeg6lng uwage na zasady doboru dawek (pkt 9 i 20-25).
Uznaje si¢ takze, ze w przypadku pewnych ram regulacyjnych wymagane moze by¢ przeprowadzenie takich
badan osobno.

Definicje stosowane w kontekscie niniejszej metody badawczej mozna znalezé na konicu tego rozdziatu oraz
w wytycznych nr 116 (6).

ZASADA BADANIA

Badang substancj¢ chemiczng podaje si¢ codziennie w dawkach stopniowanych kilku grupom zwierzat doswiad-
czalnych zazwyczaj przez okres 12 miesigcy, choé w zaleznosci od wymogéw regulacyjnych mozna wybraé
takze duzszy lub krétszy czas trwania tego etapu badania (zob. pkt 33). Wybiera si¢ wystarczajaco dlugi czas
trwania badania, aby umozliwi¢ widoczne pojawienie si¢ wszelkich skutkéw toksycznosci kumulatywnej,
jednocze$nie unikajgc mogacych wprowadzi¢ w blad skutkéw zmian wynikajacych z wieku. Odstgpstwa od
12-miesigcznego czasu trwania narazenia nalezy uzasadnié, zwlaszcza w przypadku krétszych okreséw. Badang
substancje chemiczng podaje si¢ zazwyczaj droga pokarmowa, cho¢ w niektérych przypadkach wlasciwe moze
by¢ badanie z zastosowaniem drogi inhalacyjnej lub dermalnej. Projekt badania moze obejmowac takze u$mier-
canie w trakcie trwania do§wiadczenia, np. po uplywie 3 i 6 miesigcy, oraz wlaczenie do badania dodatkowych
grup zwierzat w celu umozliwienia takiego dziatania (zob. pkt 19). Podczas okresu podawania danej substancji
zwierzgta obserwuje si¢ uwaznie w celu wykrycia objawéw toksycznosci Zwierzgta, ktére padna lub zostang
u$miercone podczas badania, s3 poddawane sekcji zwlok, a zwierzgta, ktdre przezyja, s3 po zakonczeniu
badania u$miercane i poddawane sekcji zwlok.
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OPIS METODY
Wybér gatunku zwierzat

Niniejsza metoda badawcza obejmuje przede wszystkim oceng i oszacowanie toksycznosci przewleklej u gryzoni (zob.
pkt 2), chociaz uznaje sig, ze w ramach pewnych systeméw regulacji wymagane moga by¢ podobne badania na
gatunkach innych niz gryzonie. Wybér gatunku nalezy uzasadni¢. Projekt badania i przeprowadzenie badan toksycz-
nosci przewleklej z wykorzystaniem gatunkéw innych niz gryzonie, jesli jest to wymagane, powinny opiera¢ si¢ na
zasadach okreslonych w niniejszej metodzie badawczej, a takze na zasadach okreslonych w rozdziale B.27 niniejszego
zalgcznika, dotyczgcym 90-dniowego badania toksycznosci pokarmowej wywolanej powtarzanym dawkowaniem
z wykorzystaniem gatunkéw innych niz gryzonie (5). Dodatkowe informacje na temat wyboru gatunku i szczepu
przedstawiono w wytycznych nr 116 (6).

Preferowanym gatunkiem gryzoni w ramach niniejszej metody badawczej jest szczur, mozna jednak wykorzystaé takze
inne gatunki, np. mysz. Szczury i myszy s jak dotad preferowanymi zwierzetami do$wiadczalnymi z uwagi na ich
wzglednie krotka dlugos¢ zycia, powszechne wykorzystywanie w badaniach farmakologicznych i toksykologicznych,
podatno$¢ na powstawanie guzéw, a takze dostepno$¢ dostatecznie scharakteryzowanych szczepéw. Z racji tych cech
dostegpne sg znaczne ilosci informacji na temat ich fizjologii i patologii. Zaleca si¢ wykorzystanie zdrowych, mlodych,
dorostych zwierzat pochodzacych ze szczepow powszechnie wykorzystywanych w laboratoriach. Badanie toksycznosci
przewleklej nalezy przeprowadzi¢ z wykorzystaniem zwierzat z tego samego szczepu i Zrodla, z ktérego pochodzily
zwierzgta wykorzystane we wstepnych badaniach toksycznosci o krétszym czasie trwania. Samice powinny by¢
nierédkami i nie moga by¢ w ciazy.

Warunki przetrzymywania i karmienia

Zwierzgta mozna przetrzymywaé pojedynczo lub tez w klatkach w matych grupach skladajgcych si¢ z osobnikow tej
samej plci; przetrzymywanie zwierzat pojedynczo nalezy rozwazy¢, wylacznie jesli jest to uzasadnione z naukowego
punktu widzenia (19) (20) (21). Klatki nalezy rozmiesci¢ w taki sposob, aby zminimalizowaé potencjalny wplyw ich
ukladu. Temperatura w pomieszczeniach dla zwierzat doswiadczalnych powinna wynosi¢ 22 °C (¢ 3 °C). Chociaz
wilgotno$¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 % i pozadane jest, by poza czasem czyszczenia pomieszczenia
nie przekraczala 70 %, nalezy dazy¢ do utrzymania jej na poziomie 50-60 %. O$wietlenie powinno by¢ sztuczne,
w cyklu 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci. Do karmienia mozna stosowa¢ konwencjonalne pasze laboratoryjne
z nieograniczonym dostgpem do wody pitnej. Pasza powinna zaspokaja¢ wszystkie potrzeby zywieniowe badanych
gatunkéw, a obecna w niej zawarto$¢ pokarmowych substancji zanieczyszczajacych, w tym migdzy innymi pozosta-
tosci pestycydow, trwalych zanieczyszczen organicznych, fitoestrogenéw, metali cigzkich i mikotoksyn, ktére moga
wplyna¢ na wynik badania, powinna by¢ mozliwie jak najnizsza. Okresowo nalezy generowaé informacje analityczne
na temat pozioméw substancji zanieczyszczajacych w skladnikach odzywczych i pokarmowych, a przynajmniej na
poczatku badania oraz w przypadku zmiany stosowanej partii. Takie informacje nalezy uwzgledni¢ w sprawozdaniu
konicowym. Informacje analityczne na temat wody pitnej stosowanej w badaniu nalezy przedstawi¢ w podobny sposéb.
Na wybdr pokarmu moze mie¢ wplyw potrzeba zapewnienia odpowiedniej mieszaniny badanej substancji chemicznej,
a takze potrzeba zaspokojenia potrzeb zywieniowych zwierzat, jesli badang substancje chemiczna podaje si¢ droga
pokarmowa.

Przygotowanie zwierzat

Nalezy wykorzysta¢ zdrowe zwierzgta aklimatyzowane do warunkéw laboratoryjnych przez co najmniej 7 dni oraz
niepoddawane wczesniej procedurom doswiadczalnym. W przypadku gryzoni dawkowanie substancji nalezy rozpoczaé
mozliwie jak najszybciej po odsadzeniu i aklimatyzacji oraz najlepiej zanim zwierzgta osiaggng wiek
8 tygodni. Badane zwierzgta nalezy scharakteryzowal z uwzglednieniem ich gatunku, szczepu, Zrédla, plci, masy
i wieku. W chwili rozpoczgcia badania odchylenia masy dla obu plci wykorzystanych zwierzgt powinny by¢ minimalne
i nie moze przekracza¢ + 20 % Sredniej masy wszystkich zwierzat wykorzystanych w ramach badania, osobno dla
kazdej plci. Nalezy losowo przydzieli¢ zwierzgta do grup kontrolnych i grup poddawanych dzialaniu substancji
badanej. Po randomizacji miedzy grupami nie powinno by¢ znaczgcych réznic w Sredniej wadze osobnikéw w obrebie
kazdej plci. Jesli odnotowano statystycznie istotne rdznice, randomizacje nalezy powtdrzy¢, jesli jest to mozliwe.
Kazdemu zwierzeciu nalezy przydzieli¢ niepowtarzalny numer identyfikacyjny i w sposob staly oznaczy¢ je tym
numerem poprzez jego wytatuowanie, wszczepienie implantu z chipem lub za pomocy innej odpowiedniej metody.

PROCEDURA
Liczba i ple¢ zwierzat

Nalezy wykorzystaé zwierzeta obu plci. Nalezy wykorzystaé wystarczajaca liczbe zwierzat, tak aby na koniec
badania w kazdej grupie dostgpnych bylo dostatecznie duzo zwierzat na potrzeby szczegdtowych szacunkéw
z punktu widzenia biologicznego i statystycznego. W przypadku gryzoni zazwyczaj nalezy w odniesieniu do
kazdego poziomu dawkowania wykorzysta co najmniej 20 zwierzat kazdej pici i z kazdej grupy, natomiast
w przypadku gatunkéw innych niz gryzonie zaleca si¢ wykorzystanie co najmniej 4 zwierzat kazdej plei i z
kazdej grupy. W celu przeprowadzenia wszystkich wymaganych oznaczen hematologicznych w przypadku
badan z wykorzystaniem myszy moze zaistnie¢ konieczno§¢ dodania zwierzat do kazdej z grup otrzymujacych
dawki.

Zalozenia dotyczace uSmiercania w trakcie trwania do$wiadczenia, grup satelitarnych i zwierzat
wskaznikowych

W ramach badania mozna zalozy¢ u$miercanie zwierzat w trakcie trwania do$wiadczenia (co najmniej
10 zwierzat kazdej plci i z kazdej grupy), np. po uplywie 6 miesigcy, w celu uzyskania informacji na temat
progresji zmian toksykologicznych oraz informacji dotyczacych mechanizmu dzialania, jesli jest to uzasadnione
z naukowego punktu widzenia. Jesli takie informacje sg juz dostepne dzigki poprzednim badaniom toksycznosci
wywolanej powtarzanym dawkowaniem badanej substancji chemicznej, uSmiercanie w trakcie trwania doswiad-
czenia moze nie by¢ uzasadnione z naukowego punktu widzenia. W celu monitorowania odwracalno$ci zmian
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toksykologicznych wywolanych badang substancjg chemiczng mozna uwzgledni¢ takze grupy satelitarne. Wpro-
wadzenie takich grup zazwyczaj bedzie ograniczone do najwyzszego poziomu dawki stosowanego w badaniu
oraz grupy kontrolnej. W celu monitorowania w trakcie badania statusu choroby mozna w razie koniecznosci
uwzgledni¢ dodatkows grupe zwierzat wskaznikowych (zazwyczaj 5 zwierzat kazdej pici) (22). Jesli planuje si¢
u$miercanie w trakcie trwania do$wiadczenia lub wlaczenie grup satelitarnych lub wskaznikowych, liczbe
zwierzat przewidziang w projekcie badania nalezy zwigkszy¢ o liczbg zwierzat przeznaczonych do u$miercenia
przed zakonczeniem badania. Zwierzgta te zazwyczaj poddaje si¢ takim samym obserwacjom, w tym obserwa-
cjom dotyczacym masy ciala, spozycia pokarmu/wody, pomiarom hematologicznym i pod katem biochemii
klinicznej oraz pod katem patologii, co zwierzgta wykorzystane w ramach gléwnego badania na etapie badania
toksycznosci przewleklej, choé mozna zatozyé (w przypadku grup przewidzianych do u$miercenia w trakcie
trwania do$wiadczenia) ograniczenie takich pomiaréw do konkretnych kluczowych wskaznikéw, takich jak
badanie neurotoksycznosci lub immunotoksycznosci.

Grupy otrzymujace dawki oraz dawkowanie

Wytyczne dotyczace wszystkich aspektéw doboru dawek oraz zrdznicowania poziomu dawek zawarto
w wytycznych nr 116 (6). Nalezy zastosowaé co najmniej trzy poziomy dawek oraz ustanowi¢ réwnolegla
grupe kontrolna, poza przypadkiem, gdy prowadzone jest badanie graniczne (zob. pkt 27). Poziomy dawek
beda zazwyczaj oparte na wynikach krétkoterminowych badan z powtarzanym dawkowaniem lub badan
ustalajacych zakres dawkowania oraz nalezy uwzgledni¢ w tym kontekscie wszelkie istniejace dane toksykolo-
giczne i toksykokinetyczne dostgpne w odniesieniu do badanej substancji chemicznej lub substancji powigza-
nych.

O ile nie ogranicza tego fizykochemiczny charakter lub skutki biologiczne badanej substancji chemicznej, nalezy
zwykle wybra¢ najwyzszy poziom dawki w celu okreslenia gléwnych organéw docelowych oraz skutkow
toksycznych, jednoczesnie unikajac cierpienia, toksycznosci ostrej, chorobowosci lub $mierci. Uwzgledniajac
czynniki przedstawione w pkt 22 ponizej, nalezy wybra¢ najwyzszy poziom dawki w celu uzyskania dowodéw
na toksyczno$¢, potwierdzonych na przyktad wolniejszym przybieraniem na wadze (o okoto 10 %).

W zaleznosci od celéw badania (zob. pkt 6) mozna wybraé najwyzsza dawke nizsza od dawki potwierdzajgcej
toksycznos¢, np. jesli dawka powoduje szkodliwe zmiany istotne dla badania, ktére majg jednak niewielki
wplyw na dlugo$¢ zycia czy mase ciala. Gérna dawka nie powinna przekroczy¢ 1000 mg/kg masy ciala
dziennie (dawka graniczna, zob. pkt 27).

Poziomy dawek i zréznicowanie ich pozioméw mozna dobraé tak, by okresli¢ odpowiedZ zalezng od dawki
oraz NOAEL lub inny pozadany wynik badania, np. BMD (zob. pkt 25) przy najnizszym poziomie dawki. Przy
stosowaniu nizszych dawek nalezy rozwazy¢ takie czynniki, jak: spodziewane nachylenie krzywej dawka-efekt,
dawki, przy ktérych moga pojawi¢ si¢ istotne zmiany w metabolizmie, lub charakter dzialania toksycznego,
przy ktérym oczekuje si¢ wartosci granicznej lub punktu wyjscia dla ekstrapolacji dla niskiej dawki.

Wybrane zréznicowanie pozioméw dawki bedzie zaleze¢ od wilasciwosci badanej substancji chemicznej i nie
moze zosta¢ z géry okreSlone w niniejszej metodzie badawczej, jednak zastosowanie od podwdjnych do
poczwoérnych odstgpéw pomiedzy kolejnym dawkowaniem czgsto zapewnia dobre wyniki badania dla ustalenia
malejacych pozioméw dawki, a dodanie czwartej grupy badanej jest czesto rozwigzaniem preferowanym
w poréwnaniu ze stosowaniem bardzo duzych odstgpéw pomiedzy kolejnym dawkowaniem (np. pomnozo-
nych przez wspdlczynnik wigkszy niz 6-10). Zasadniczo nalezy unikaé stosowania wspotczynnikéw wigkszych
niz 10, a w przypadku ich zastosowania nalezy je uzasadni.

Jak opisano pokrétce w wytycznych OECD nr 116 (6), kwestie, jakie nalezy rozwazy¢ przy doborze dawki,
obejmuja:

— znane lub podejrzewane nieliniowosci lub punkty przegiecia krzywej dawka-efekt,

— toksykokinetyke oraz zakresy dawkowania, przy ktérych wystepuje lub nie wystepuje indukcja metabo-
liczna, nasycenie lub tez nieliniowo$¢ miedzy dawka zewnetrzng a dawka wewnetrzng,

— prekursorowe zmiany patologiczne, markery skutku lub wskazniki dzialania kluczowych podstawowych
proceséw biologicznych,

— kluczowe (lub podejrzewane) aspekty sposobu dzialania, takie jak dawki, przy ktérych zaczyna pojawiac si¢
cytotoksyczno$é, zaklécone zostaja poziomy hormonéw, przestaja dziala¢ mechanizmy homeostatyczne

itp.,

— regiony krzywej dawka-efekt, gdzie konieczne sg szczegdlnie solidne szacunki, np. w zakresie spodziewanej
BMD lub podejrzewanej wartosci granicznej,

— uwzglednienie spodziewanych poziomdéw narazenia ludzi.

Grupa kontrolna powinna by¢ grupa niepoddawana dziataniu substancji badanej lub grupa kontrolng nosnika,
jesli do podawania badanej substancji chemicznej zastosowano no$nik. Z wyjatkiem poddawania dziataniu
badanej substancji chemicznej zwierzgta z grupy kontrolnej nalezy traktowaé w taki sam sposéb jak zwierzgta
z grup badanych. Jedli zastosowano no$nik, grupa kontrolna otrzymuje noénik w najwyzszej objetosci stoso-
wanej wérod grup otrzymujacych dawki. Jesli badang substancje chemiczng podaje si¢ wraz z pokarmem i jesli
powoduje ona znacznie zmniejszone spozycie pokarmu z powodu jego obnizonych waloréw smakowych,
pomocna moze by¢ dodatkowa grupa kontrolna zwierzat otrzymujacych pokarm w ilosci spozywanej przez
zwierzgta z grupy badanej (pair-fed), ktdra zapewni odpowiedniejsza kontrole.
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Pelne badanie z zastosowaniem trzech pozioméw dawek moze zostaé uznane za zbedne, jeSli na podstawie
informacji pochodzacych z badain wstepnych mozliwe jest zalozenie, ze badanie z zastosowaniem jednego
poziomu dawki, réwnego co najmniej 1 000 mg/kg masy ciala dziennie, przeprowadzone z zastosowaniem
procedur opisanych w odniesieniu do tego badania, nie spowoduje szkodliwych zmian, oraz jesli na podstawie
danych dotyczacych innych strukturalnie powigzanych zwiazkéw nie przewiduje si¢ toksycznosci. Mozna
zastosowac limit 1 000 mg/kg masy ciata dziennie, z wyjatkiem sytuacji, gdy narazenie ludzi wskazuje potrzebe
zastosowania wyzszego poziomu dawki.

Przygotowanie dawek i podanie badanej substancji chemicznej

Badang substancj¢ chemiczng zazwyczaj podaje si¢ droga pokarmows, wraz z pokarmem lub woda pitna, lub
tez za pomoca sondy. Dodatkowe informacje na temat drég i metod podania przedstawiono w wytycznych
nr 116 (6). Droga i metoda podania zalezg od celu badania, fizykochemicznych wiasciwosci badanej substancji
chemicznej, jej biodostgpnosci oraz gtéwnej drogi i metody narazenia ludzi. Nalezy przedstawi¢ uzasadnienie
wybranej drogi i metody podania. W trosce o dobrostan zwierzat karmienie za pomocg sondy nalezy wybieraé
wylacznie w przypadku tych substancji, dla ktorych taka droga i metoda podania w sposéb uzasadniony
odzwierciedlajg potencjalne narazenie ludzi (np. produktéw farmaceutycznych). Substancje wystepujace
w pokarmie lub $rodowisku naturalnym, w tym pestycydy, podaje si¢ zazwyczaj wraz z pokarmem lub
woda pitng.

W przypadku jednak niektérych scenariuszy, np. narazenia zawodowego, podawanie substancji za pomoca
innych drég moze by¢ bardziej whasciwe.

W razie potrzeby badana substancje chemiczng rozpuszcza si¢ lub sporzadza si¢ jej zawiesing w odpowiednim
no$niku. W stosownych przypadkach nalezy wzia¢ pod uwage nastgpujace cechy nosnika i innych dodatkdw:
wplyw na wchlanianie, dystrybucje, metabolizm oraz zatrzymywanie badanej substancji chemicznej; wplyw na
chemiczne wlasnosci badanej substancji chemicznej, ktére mogg zmienial jej charakterystyke toksyczng; oraz
wplyw na spozycie pokarmu lub wody lub tez na stan odzywienia zwierzat. Zaleca si¢, w miar¢ mozliwosci,
najpierw rozwazy¢ zastosowanie wodnego roztworu/zawiesiny, nastepnie roztworu/emulsji woda-olej (np.
z zastosowaniem oleju kukurydzianego), a potem mozliwego roztworu w innych noénikach. W przypadku
no$nikéw innych niz woda charakterystyka toksyczna nosnika powinna by¢ znana. Dostgpne powinny byé
takze informacje na temat stabilnosci badanej substancji chemicznej oraz jednorodnosci roztworéw dawek lub
pokarmu z dawkami (w stosownych przypadkach) w warunkach podawania (np. pokarmu).

W przypadku substancji podawanych w pokarmie lub wodzie pitnej wazne jest dopilnowanie, by takie ilosci
badanej substancji chemicznej nie zaklécaly normalnego odzywiania ani bilansu wodnego organizmu. W przy-
padku dlugoterminowych badani toksycznosci z zastosowaniem podawania dawek wraz z pokarmem ste¢zenie
badanej substancji chemicznej w paszy nie powinno w normalnych warunkach przekraczaé gérnej granicy 5 %
calego pokarmu, aby unikngé nieréwnowagi zZywieniowej. Przy podawaniu badanej substancji chemicznej wraz
z pokarmem mozna zastosowaé stale stezenie w pokarmie (mg/kg pokarmu lub ppm) lub tez staly poziom
dawki w odniesieniu do masy ciala zwierzecia (mgf/kg masy ciala), obliczany cotygodniowo. Nalezy okresli¢,
ktére rozwigzanie zastosowano.

Przy podawaniu substancji drogg pokarmowa zwierzetom podaje si¢ dawki badanej substancji chemicznej
codziennie (siedem dni w tygodniu), zazwyczaj przez okres 12 miesigcy (zob. takze pkt 33), chociaz w zalez-
nosci od wymogdw regulacyjnych konieczny moze by¢ dhuzszy okres podawania danej substancji. Zastosowanie
innego schematu dawkowania, np. przez pie¢ dni w tygodniu, nalezy uzasadni¢. Przy podawaniu substancji
drogg dermalng zwierzeta zazwyczaj poddaje si¢ dzialaniu badanej substancji chemicznej przez co najmniej
6 godzin dziennie, 7 dni w tygodniu, zgodnie z rozdzialem B.9 niniejszego zalacznika (10), przez okres
12 miesigcy. Narazenie drogg inhalacyjng stosuje si¢ przez 6 godzin dziennie, 7 dni w tygodniu, ale mozliwe
jest zastosowanie narazenia takze przez 5 dni w tygodniu, jeSli zostanie to uzasadnione. Okres narazenia
zazwyczaj wynosi 12 miesiecy. Jedli gatunki gryzoni inne niz szczury poddaje si¢ narazeniu wylgcznie poprzez
nos, maksymalne okresy narazenia mozna dostosowac tak, by zminimalizowac charakterystyczny dla danego
gatunku stres. W przypadku stosowania okresu narazenia krétszego niz 6 godzin dziennie nalezy przedstawi¢
stosowne uzasadnienie. Zobacz réwniez rozdzial B.8 niniejszego zalacznika (8).

Jesli badang substancje chemiczng podaje si¢ zwierzgtom za pomocy sondy, nalezy dokonywaé tego z uzyciem
sondy zoladkowej lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej kazdego dnia o podobnych porach. Zazwyczaj podaje
si¢ pojedyncza dawke raz dziennie, jesli jednak substancja jest na przyklad substancja wykazujaca miejscowe
dzialanie draznigce, mozliwe jest zachowanie dziennej mocy dawki poprzez podawanie jej jako dawki dzielonej
(dwa razy dziennie). Maksymalna objeto$¢ cieczy, jaka mozna podaé jednorazowo, zalezy od wielkoSci bada-
nego zwierzecia. Objeto$¢ taka powinna by¢ mozliwie jak najnizsza i nie powinna w normalnych warunkach
przekracza¢ 1 ml/100 g masy ciala w przypadku gryzoni (22). Zmienno$¢ stosowanej objetosci nalezy zmini-
malizowaé poprzez dostosowanie stezenia, aby zapewni¢ stala objeto$¢ przy wszystkich poziomach dawek.
Wyjatkiem s3 substancje potencjalnie Zrace lub wykazujace dziatanie draznigce, ktére nalezy rozcieficzy¢ w celu
uniknigcia miejscowych ostrych skutkéw. Nalezy unika¢ badania z uzyciem st¢zen, ktére moga mie¢ dziatanie
zrace lub draznigce na przewdd pokarmowy.

Czas trwania badania

Mimo Ze niniejsza metoda badawcza jest przede wszystkim zaprojektowana jako 12-miesigczne badanie
toksycznodci przewleklej, w ramach projektu badania mozna zaplanowaé i zastosowaé krétszy (wynoszacy
np. 6 lub 9 miesiecy) lub diuzszy (wynoszacy np. 18 miesigcy lub 24 miesigce) czas trwania badania w zalez-
noéci od wymogéw poszczegdlnych systeméw regulacyjnych lub w przypadku specyficznych celéw modeli
mechanistycznych. Odstgpstwa od 12-miesigcznego czasu trwania narazenia nalezy uzasadnié, zwlaszcza
w przypadku krétszych okresow. Grupy satelitarne wprowadzone w celu monitorowania odwracalno$ci
zmian toksykologicznych wywolanych przez badang substancje chemiczng nalezy utrzymaé bez podawania
danej substancji przez okres nie krdtszy niz 4 tygodnie oraz nie dtuzszy niz jedna trzecia calego okresu trwania
badania po ustaniu narazenia. Dalsze wytyczne, w tym dotyczace sposobu uwzglednienia zwierzat, ktére
przezyly badanie, przedstawiono w wytycznych nr 116 (6).
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34. Wszystkie zwierzgta nalezy sprawdzi¢ pod katem chorobowosci i upadkowosci, zazwyczaj na poczatku i pod
koniec kazdego dnia, wlacznie z weekendami i dniami wolnymi od pracy. Ogdlnych obserwacji klinicznych
nalezy dokonywa¢ co najmniej raz dziennie, najlepiej o tej samej porze lub porach kazdego dnia, uwzgledniajac
szczytowy okres przewidywanych skutkéw po podaniu dawki w przypadku podawania substancji badanej za
pomocg sondy.

35. Przynajmniej raz przed pierwszym narazeniem nalezy dokonaé szczegGlowej obserwacji klinicznej wszystkich
zwierzat (w celu umozliwienia poréwnan dotyczacych tych samych osobnikéw), a takze pod koniec pierwszego
tygodnia badania, a po tym okresie — co miesigc. Protokét dotyczacy obserwacji nalezy opracowaé tak, by
zminimalizowa¢ odchylenia migdzy poszczegdlnymi obserwatorami i by byly one niezalezne od badanej grupy.
Obserwacji nalezy dokonywa¢ poza klatkg zwierzecia, najlepiej w warunkach standardowych i za kazdym razem
o podobnych porach. Obserwacje nalezy starannie odnotowa¢, najlepiej za pomoca systeméw punktacji
wyraznie okreslonych przez laboratorium badawcze. Nalezy dotozy¢ staran w celu dopilnowania, aby odchy-
lenia w warunkach obserwacji byly minimalne. Odnotowane objawy powinny obejmowal miedzy innymi
zmiany na skérze, sierci, oczach, blonach §luzowych, wystapienie wydzielin i wydalin oraz aktywno$¢ auto-
nomicznej czesci ukladu nerwowego (np. fzawienie, piloerekcje, rozmiar Zrenicy, nietypowy rytm oddychania).
Nalezy odnotowal takze zmiany w sposobie chodzenia, postawie i reakcji na dotyk, jak réwniez obecno$é
ruchéw klonicznych lub tonicznych, zachowan stereotypowych (np. nadmierne czyszczenie si¢, powtarzajace si¢
krazenie w kotko) oraz dziwne zachowania (np. samookaleczanie si¢, chodzenie do tylu) (24).

36. Badanic oftalmologiczne, za pomocy oftalmoskopu lub innego odpowiedniego sprzetu, nalezy przeprowadzié
u wszystkich zwierzat przed pierwszym podaniem badanej substancji chemicznej. Badanie to nalezy przepro-
wadzi¢ takze wraz z zakonczeniem badania, najlepiej u wszystkich zwierzat, a co najmniej w grupach otrzy-
mujacych wysokie dawki i w grupach kontrolnych. W przypadku wykrycia w oczach zmian zwiazanych
z poddawaniem zwierzat dzialaniu substancji badanej nalezy przebadal wszystkie zwierzgta. Jesli wyniki analizy
strukturalnej lub inne informacje wskazuja na toksyczno$¢ dla oczu, nalezy zwigkszy¢ czestotliwo$¢ badania
oczu.

37. W przypadku substancji chemicznych, dla ktérych poprzednie 28-dniowe lub 90-dniowe badania toksycznosci
wywolanej powtarzanym dawkowaniem wykazaly prawdopodobienistwo wywolywania dzialania neurotoksycz-
nego, przed rozpoczeciem badania oraz co 3 miesigce po rozpoczeciu badania przez okres do 12 miesigcy,
a takze na zakoficzenie badania (jesli jego czas trwania jest dluzszy niz 12 miesigcy) mozna przeprowadzié
oceng reaktywnosci na réznego typu bodZce (24) (np. bodzce stuchowe, wizualne i proprioceptywne) (25) (26)
(27), sity uchwytu (28) oraz oceng aktywnosci motorycznej (29). Dalsze szczegblowe informacje na temat
procedur, jakie mozna zastosowa, podano w odpowiednich Zrédlach. Mozna jednak zastosowaé réwniez
procedury inne niz te podane w bibliografii.

38. W przypadku substancji chemicznych, dla ktérych poprzednie 28-dniowe lub 90-dniowe badania toksycznosci
wywolanej powtarzanym dawkowaniem wykazaly prawdopodobienistwo wywolywania dzialania immunoto-
ksycznego, dalsze badania tego punktu konicowego mozna przeprowadzi¢ wraz z zakoniczeniem badania.

Masa ciala, spozycie pokarmu/wody i wydajno$¢ pokarmu

39. Wszystkie zwierzeta nalezy zwazy¢ na poczatku rozpoczecia poddawania ich dzialaniu substancji badanej,
a takze co najmniej raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu.
Pomiaréw spozycia pokarmu i wydajnosci pokarmu nalezy dokonywal co najmniej raz w tygodniu przez
pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu. Spozycie wody nalezy mierzy¢ co
najmniej raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu, jesli
substancje badang podaje si¢ w wodzie pitnej. Pomiary spozycia wody nalezy rozwazy¢ takze w przypadku
badaf, w ktérych zachodza zmiany zwigzane ze spozyciem wody.

Hematologia i biochemia kliniczna

40. W przypadku badari z wykorzystaniem gryzoni badania hematologiczne nalezy przeprowadzaé u co najmniej
10 samcéw i 10 samic w kazdej grupie po uplywie 3, 6 i 12 miesiecy, a takze wraz z zakoniczeniem badania
(jesli jego czas trwania jest duzszy niz 12 miesigcy), wykorzystujac w tym celu te same osobniki przez caly
okres badania. W przypadku wykorzystania w badaniu myszy konieczne moze by¢ wprowadzenie zwierzat
satelitarnych w celu przeprowadzenia wszystkich wymaganych oznaczefi hematologicznych (zob. pkt 18).
W badaniach z wykorzystaniem gatunkéw innych niz gryzonie probki nalezy pobieral od mniejszej liczby
zwierzat (np. od 4 zwierzat dla kazdej plci i grupy w badaniach z wykorzystaniem pséw) w trakcie badania
oraz wraz z jego zakonczeniem, tak jak opisano w odniesieniu do badaf z wykorzystaniem gryzoni. Nie ma
koniecznosci przeprowadzania pomiaréw po uplywie 3 miesiccy — zaréwno w przypadku gryzoni, jak
i gatunkow innych niz gryzonie — jesli w poprzednim 90-dniowym badaniu przeprowadzonym przy poréw-
nywalnych poziomach dawek nie odnotowano zmian parametréw hematologicznych. Probki krwi nalezy
pobra¢ z okreslonego miejsca, na przyklad poprzez naktucie serca lub z zatoki oczodolowej tylnej, w znieczu-
leniu.

41. Nalezy zbada¢ nastgpujace parametry (30): calkowitg i roznicows liczbe leukocytéw, liczbe czerwonych krwi-
nek, liczbe plytek krwi, stezenie hemoglobiny, hematokryt (HCT), $rednig objeto$¢ krwinki czerwonej (MCV),
$rednig mas¢ hemoglobiny w krwince czerwonej (MCH), $rednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej
(MCHC), czas protrombinowy oraz czas cz¢Sciowej tromboplastyny po aktywacji. W stosownych przypadkach
mozna zmierzy¢ inne parametry hematologiczne, takie jak ciatka Heinza lub inne nietypowe parametry morfo-
logii erytrocytéw lub methemoglobiny, w zaleznosci od toksycznosci badanej substancji chemicznej. Zasadniczo
nalezy przyjaé elastyczne podejicie, dostosowane do obserwowanych lub spodziewanych skutkéw danej badanej
substancji chemicznej. Jesli badana substancja chemiczna ma wplyw na uklad krwiotwérczy, mozna réwniez
przeprowadzi¢ badanie liczby retikulocytéw i cytologie szpiku kostnego, cho¢ nie trzeba przeprowadza¢ takich
badaf rutynowo.
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Oznaczenia parametréw biochemii klinicznej w celu zbadania gtéwnych skutkéw toksycznych w tkankach,
a w szczegdlnosci skutkdw dla nerek i watroby, nalezy wykona¢ na prébkach krwi pobranych od co najmniej
10 samcéw i 10 samic z kazdej grupy w takich samych odstgpach czasowych jak w przypadku badan
hematologicznych, wykorzystujac w tym celu te same osobniki przez caly okres badania. W przypadku wyko-
rzystania w badaniu myszy konieczne moze by¢ wprowadzenie zwierzat satelitarnych w celu przeprowadzenia
wszystkich wymaganych oznaczen parametréw biochemii klinicznej. W badaniach z wykorzystaniem gatunkéw
innych niz gryzonie prébki nalezy pobiera¢ od mniejszej liczby zwierzat (np. od 4 zwierzat dla kazdej plci
i grupy w badaniach z wykorzystaniem pséw) w trakcie badania oraz wraz z jego zakonczeniem, tak jak
opisano w odniesieniu do badan z wykorzystaniem gryzoni. Nie ma koniecznos$ci przeprowadzania pomiaréw
po uplywie 3 miesiecy, zaréwno w przypadku gryzoni, jak i gatunkéw innych niz gryzonie, jesli w poprzednim
90-dniowym badaniu przeprowadzonym przy poréwnywalnych poziomach dawek nie odnotowano zmian
parametréw biochemii klinicznej. Zalecane jest wstrzymanie podawania zwierz¢tom pokarmu (z wyjatkiem
myszy) przez noc poprzedzajaca pobranie krwi. Nalezy zbada¢ nastgpujace parametry (30): glukoza, mocznik
(azot mocznikowy), kreatynina, biatko catkowite, albumina, wapn, sod, potas, cholesterol catkowity, co najmniej
dwa odpowiednie badania w celu oceny komérek watroby (aminotransferaza alaninowa, aminotransferaza
asparaginianowa, dehydrogenaza glutaminianowa, kwasy zélciowe catkowite) (31), oraz co najmniej dwa odpo-
wiednie badania w celu oceny watroby i drég zolciowych (fosfataza alkaliczna, gamma-glutamylotranspep-
tydaza, 5-nukleotydaza, bilirubina calkowita, kwasy zolciowe catkowite) (31). W stosownych przypadkach
mozna zbadal inne parametry biochemii klinicznej, takie jak: stezenie trojglicerydow na czczo,
poziom okreslonych hormonéw oraz poziom pseudocholinesterazy, w zaleznoici od toksycznosci badanej
substancji chemicznej. Ogélnie rzecz biorac, nalezy przyjaé elastyczne podejécie w zalezno$ci od gatunku
oraz obserwowanych lub spodziewanych skutkéw danej badanej substancji chemicznej.

Oznaczenia w ramach analizy moczu nalezy przeprowadzi¢ u co najmniej 10 samcéw i 10 samic z kazdej
grupy na prébkach pobranych w takich samych odstgpach czasu jak w przypadku hematologii
i biochemii Klinicznej. Nie ma konieczno$ci przeprowadzania pomiaréw po uplywie 3 miesiecy, jesli
w poprzednim 90-dniowym badaniu przeprowadzonym przy poréwnywalnych poziomach dawek nie odnoto-
wano zmian w analizie moczu. Zalecenie ekspertéw dotyczace badan klinicznych pod katem patologii obejmuje
nastepujgce parametry (30): wyglad, objeto$¢, osmolalnos¢ lub cigzar wlasciwy, pH, biatko catkowite i glukoza.
Inne oznaczenia obejmuja ketony, urobilinogen, bilirubing i krew utajona. W stosownych przypadkach mozna
zastosowa¢ badania dodatkowych parametréw w celu rozszerzenia badania zaobserwowanych skutkow.

Ogoélnie uznaje si¢, ze podstawowe zmienne hematologiczne i biochemii klinicznej nalezy zbadaé przed
poddaniem zwierzat dziataniu substancji badanej w przypadku badaf z wykorzystaniem pséw, jednak nie
ma takiej potrzeby w przypadku badan z wykorzystaniem gryzoni (30). Jesli jednak historyczne dane podsta-
wowe (zob. pkt 50) sa nicodpowiednie, nalezy rozwazy¢ wygenerowanie takich danych.

Patologia
Petne rozpoznanie histopatologiczne

Wszystkie zwierzgta wykorzystane w badaniu nalezy zazwyczaj poddaé pelnemu, szczegbtowemu rozpoznaniu
histopatologicznemu, ktére obejmuje staranne zbadanie zewnetrznej powierzchni ciala, wszystkich otwordw,
jamy czaszki, jamy klatki piersiowej i jamy brzusznej oraz ich zawarto$ci. Mozna jednak zalozy¢ (w grupach
przewidzianych do u$miercenia w trakcie trwania do$wiadczenia lub w grupach satelitarnych) ograniczenie
pomiaréw do poszczegdlnych kluczowych wskaznikow, takich jak badanie neurotoksycznosci lub immunoto-
ksycznosci (zob. pkt 19). Takie zwierzeta nie musza zosta¢ poddane sekcji zwlok ani dalszym procedurom
opisanym w ponizszych punktach. Zwierzeta wskaznikowe moga w poszczegdlnych przypadkach wymagaé
sekgji zwlok, wedlug uznania kierownika badania.

Nalezy odnotowaé masy organdéw wszystkich zwierzat, précz tych wylaczonych na mocy ostatniej czesci
pkt 45. Nadnercza, mézg, najadrza, serce, nerki, watrobe, jajniki, Sledziong, jadra, tarczyce (zwazona po
utrwaleniu, z przytarczycami) oraz macicg¢ pobrane od wszystkich zwierzat (oprécz tych znalezionych w stanie
agonalnym lub u$mierconych w trakcie trwania do$wiadczenia) nalezy w stosownych przypadkach okroi¢
z wszelkich przylegajacych tkanek i zmierzy¢ ich mase mokrg mozliwie jak najszybciej po sekcji w celu
zapobiegniecia ich wyschnigciu. W badaniu z wykorzystaniem myszy wazenie nadnerczy jest opcjonalne.
Nastepujace tkanki nalezy zachowaé w roztworze utrwalajagcym najbardziej odpowiednim zaréwno dla rodzaju

tkanki, jak i planowanego péZniejszego badania histopatologicznego (32) (tkanki podane w nawiasach kwad-
ratowych sa opcjonalne):

wszystkie makroskopowe | serce trzustka zoladek (przedzotadek,
zmiany patologiczne zoladek gruczotowy)
nadnercze jelito krete przytarczyca [zeby]

aorta jelito czcze nerw obwodowy jadro

moézg (w tym czedci nerka przysadka grasica

kresomézgowia, mézdzku
i rdzenia/mostu)

jelito $lepe gruczot Izowy (oczodo- | prostata tarczyca
towy)

szyjka macicy watroba odbytnica [iezyk]
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gruczot koagulujacy

pluco

gruczot §linowy

tchawica

okreznica

wezly chlonne (powierz-
chowne i glebokie)

pecherzyk nasienny

pecherz moczowy

dwunastnica

gruczot mlekowy (obo-
wigzkowo w przypadku
samic oraz, jesli
wyraznie nadaje si¢ do
analizy, rowniez w przy-
padku samcow)

migsien szkieletowy

macica (w tym szyjka
macicy)

najadrze

[gérne drogi oddechowe,
w tym nos, matzowiny
nosowe oraz zatoki
przynosowe]

skora

[moczowdd]

oko (w tym siatkéwka)

przelyk

rdzen kregowy (na
trzech odcinkach: szyj-
nym, §rédpiersiowym
i ledZwiowym)

[cewka moczowa]

[kos¢ udowa ze stawem)]

[opuszka wechowa]

$ledziona

pochwa

pecherzyk zélciowy (w
przypadku gatunkéw

jajnik

[mostek]

wycinek szpiku kostnego
lub $wiezy aspirat szpiku

innych niz szczur) kostnego

gruczol przyoczny

W przypadku organéw parzystych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy utrwali¢ oba organy. Wyniki badan
klinicznych i innych testow moga wskaza¢ na konieczno$¢ zbadania dodatkowych tkanek. Organy uznane
w oparciu o znane wla$ciwosci badanej substancji chemicznej za prawdopodobne organy docelowe takze nalezy
zachowaé. W przypadku badan z zastosowaniem dermalnej drogi podania nalezy utrwali¢ organy zgodnie
z lista okreslong dla podania drogg pokarmowa, przy czym kluczowe jest pobranie i zachowanie probek
skéry z miejsca aplikacji. W przypadku badan z zastosowaniem inhalacyjnej drogi podania, ukladajac liste
tkanek z drég oddechowych do zachowania i zbadania, nalezy kierowa¢ si¢ zaleceniami zawartymi w rozdziale
B.8 niniejszego zalacznika (8) i rozdziale B.29 niniejszego zalgcznika (9). W przypadku innych organéw/tkanek
(oraz oprocz okreSlonych utrwalonych tkanek z drég oddechowych) nalezy zbadaé organy zgodnie z lista
okreslong dla podania drogg pokarmowsa.

Histopatologia

Dostepne sa wytyczne dotyczgce najlepszych praktyk zwigzanych z przeprowadzaniem toksykologicznych
badan zmian patologicznych (32). Badaniu histopatologicznemu nalezy podda¢ co najmniej nastepujace tkanki:

— wszystkie tkanki zwierzat z grup otrzymujacych wysokie dawki i z grup kontrolnych,
— wszystkie tkanki zwierzat padlych lub u$mierconych podczas badania,
— wszystkie tkanki wykazujace makroskopowe nieprawidtowosci,

— tkanki docelowe lub tkanki, ktére wykazuja zmiany spowodowane poddaniem zwierzecia dzialaniu
substancji badanej w grupie otrzymujacej wysokie dawki, pobrane od wszystkich zwierzat we wszystkich
innych grupach otrzymujacych dawki,

— w przypadku organéw parzystych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy zbada¢ oba organy.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Dane

W odniesieniu do wszystkich parametréw poddawanych oszacowaniu nalezy przedstawi¢ dane dotyczace
kazdego zwierzgcia. Dodatkowo wszystkie dane nalezy zestawi¢ w postaci tabeli, przedstawiajgc w odniesieniu
do kazdej badanej grupy liczbe zwierzat na poczatku badania, liczbe zwierzat padlych w trakcie trwania badania
lub u$mierconych z przyczyn humanitarnych, wraz z okresleniem czasu zgonu lub humanitarnego u$miercenia,
liczbe zwierzat wykazujacych objawy toksycznosci, opis obserwowanych objawéw toksycznodci, w tym czas ich
pojawienia si¢, czas trwania, stopiefi ostro$ci wszelkich skutkéw toksycznych, liczbe zwierzat wykazujacych
zmiany patologiczne, typ takich zmian oraz procent zwierzat wykazujacych kazdy typ zmiany. W tabelach
z zestawieniem danych nalezy oprdcz klasyfikacji zmian patologicznych przedstawi¢ $rednie i standardowe
odchylenia (dla danych z badai ciaglych) dotyczace zwierzat wykazujacych skutki toksyczne lub zmiany
patologiczne.
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Historyczne dane kontrolne moga by¢ cenne przy interpretacji wynikéw badania, np. jesli istnieja przestanki, ze
dane uzyskane z réwnoczesnych kontroli s3 w sposéb znaczacy niestandardowe w pordwnaniu z najnowszymi
danymi dotyczacymi zwierzat kontrolnych z tej samej placowki przeprowadzajacej badanie/badanej kolonii.
Historyczne dane kontrolne, jesli poddaje si¢ je oszacowaniu, powinno przedstawi¢ to samo laboratorium
i powinny si¢ one odnosi¢ do zwierzat w tym samym wicku i z tego samego szczepu. Dane takie powinny
zostal wygenerowane w ciggu pieciu lat przed rozpoczeciem rozwazanego badania.

W stosownych przypadkach wyniki liczbowe nalezy poddawac oszacowaniu za pomocg wlasciwych i ogdlnie
przyjetych metod statystycznych. Metody statystyczne i dane poddawane analizie nalezy wybral w czasie
przygotowywania projektu badania (pkt 8). Taki wybor powinien obejmowaé w razie koniecznosci korekte
uwzgledniajacg zwierzgta, ktére przezyly.

Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania powinno zawieraé nastgpujace informacje:
Badana substancja chemiczna

— cechy fizyczne, czysto§¢ i wlasnosci fizykochemiczne,

— dane identyfikacyjne,

— zrédlo substancji chemicznej,

— numer partii,

— $wiadectwo analizy chemicznej.

Nosnik (w stosownych przypadkach)

— uzasadnienie wyboru nos$nika (jezeli jest inny niz woda).

Badane zwierzgta

— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie takiego wyboru,
— liczba, wiek i ple¢ zwierzat na poczatku badania,

— zrédlo, warunki przetrzymywania, pokarm itp.,

— masa ciala poszczegdlnych zwierzat na poczatku badania.
Warunki badania

— uzasadnienie drogi podania i doboru dawek,

— w stosownych przypadkach metody statystyczne zastosowane do analizy danych,

— szczegOlowe informacje na temat postaci uzytkowej badanej substancji chemicznej/przygotowywania
pokarmu,

— dane analityczne dotyczace osigganego stezenia, stabilnoéci i jednorodnosci preparatu,
— droga podania i szczegétowe dane dotyczace podawania badanej substancji chemicznej,

— w przypadku badan inhalacyjnych informacje o tym, czy narazenie odbywa si¢ wylacznie przez nos czy
przez cale cialo,

— dawki rzeczywiste (mg/kg masy ciala/dzien) oraz w stosownych przypadkach wskaznik konwersji stezenia
badanej substancji chemicznej w pokarmie/wodzie pitnej (mg/kg lub ppm) do dawki rzeczywistej,

— szczegOlowe informacje o pokarmie i jakosci wody.
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Wiyniki (nalezy przedstawi zestawienie danych w tabeli oraz dane dotyczgce poszczegdlnych zwierzgt)

dane dotyczace zwierzat, ktdre przezyly,
masa ciala/zmiany masy ciala,

dane dotyczace spozycia pokarmu, wyliczenia wydajno$ci pokarmu, jesli przeprowadzono, oraz w stosow-
nych przypadkach dane dotyczace spozycia wody,

dane dotyczace efektu toksycznego wedtug plei i poziomu dawki, wlaczajac objawy toksycznosci,

rodzaj, wystepowanie (i ostro§¢, jesli poddano ja ocenie) oraz czas trwania obserwowanych objawow
klinicznych (tak odwracalnych, jak i nieodwracalnych),

wyniki badania oftalmologicznego,

wyniki badania hematologicznego,

wyniki klinicznych badan biochemicznych,

wyniki analizy moczu,

wynik wszelkich badari neurotoksycznosci lub immunotoksycznosci,
masa ciala w chwili zgonu,

masa organéw (i w stosownych przypadkach ich wspélczynniki),
wyniki sekcji zwlok,

szczegétowy opis wszystkich wynikéw badan histopatologicznych zwigzanych z poddawaniem zwierzat
dziataniu substancji badanej,

dane dotyczace wchlaniania, jesli s3 dostgpne.

W stosownych przypadkach statystyczne opracowanie wynikéw

Oméwienie wynikéw, w tym:

zalezno$¢ dawka-odpowiedz,

rozwazenie wszelkich informacji na temat sposobu dzialania,
oméwienie wszelkich podejs¢ modelowych,

okreslenie BMD, NOAEL lub LOAEL,

historyczne dane kontrolne,

znaczenie dla ludzi.

Whioski
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logy. Toxicologic Pathology 32: 126-131.
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DEFINICJA

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomocg niniejszej metody badaw-

czej.”

6) rozdzialy B.32 i B.33 otrzymuja brzmienie:

,B.32. BADANIA RAKOTWORCZOSCI

WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna z dotyczacg badan wytyczng OECD nr 451 (2009). Pierwotny tekst
TG 451 dotyczacej badan rakotworczosci przyjeto w 1981 r. Opracowanie niniejszej zmienionej metody badaw-
czej B.32 uznano za konieczne w celu odzwierciedlenia ostatnich zmian w dziedzinie dobrostanu zwierzat
i wymogdéw regulacyjnych (2) (3) (4) (5) (6). Aktualizacje niniejszej metody badawczej B.32 przeprowadzono
réwnolegle z modyfikacjami rozdziatu B.30 niniejszego zalacznika, dotyczacego badan toksycznosci przewleklej,
oraz rozdzialu B.33 niniejszego zalacznika, dotyczacego faczonych badan toksycznosci przewleklej/rakotwor-
czodci, w celu uzyskania dodatkowych informacji pochodzacych od zwierzat wykorzystywanych w badaniu oraz
zapewnienia dalszych szczegétowych informacji na temat doboru dawek. Niniejsza metode badawcza B.32
opracowano w celu jej wykorzystywania w badaniach szerokiego zakresu chemikaliow, w tym pestycydow
i chemikaliéow przemystowych. Nalezy zauwazy¢ jednak, ze niektére dane szczegdlowe i wymogi mogg réznié
si¢ w przypadku produktéw farmaceutycznych (zob. wytyczne S1B dotyczace badania produktéw farmaceutycz-
nych pod katem rakotworczoéci Migdzynarodowej Konferencji ds. Harmonizagji (ICH)).

Wigkszo§¢ badan rakotworczosci przeprowadza si¢ z wykorzystaniem gatunkéw gryzoni, w zwigzku z czym
niniejsza metoda badawcza przewidziana jest do stosowania przede wszystkim w badaniach z wykorzystaniem
takich gatunkow. W przypadku koniecznosci przeprowadzenia takich badan z wykorzystaniem gatunkéw innych
niz gryzonie nalezy zastosowac zasady i procedury okreslone w niniejszej metodzie badawczej, wraz z zasadami
i procedurami okre$lonymi w rozdziale B.27 niniejszego zalacznika, dotyczacym 90-dniowego badania toksycz-
nosci doustnej wywolanej powtarzanym dawkowaniem z wykorzystaniem gatunkéw innych niz gryzonie (6),
przy wprowadzeniu odpowiednich modyfikacji. Dalsze wytyczne sa dostepne w wytycznych OECD nr 116
dotyczgcych opracowywania i przeprowadzania badan toksycznosci przewleklej i rakotwérczosci (7).

Trzy gtéwne drogi podania stosowane w badaniach rakotworczosci to droga pokarmowa, dermalna i inhalacyjna.
Wybér drogi podania zalezy od fizycznych i chemicznych wlasciwosci substancji badanej oraz gléwnej drogi
narazenia ludzi. Dodatkowe informacje na temat wyboru drogi narazenia przedstawiono w wytycznych nr 116
).

W ramach niniejszej metody badawczej kladzie si¢ nacisk na narazenie drogg pokarmowa, ktora jest droga
najczgsciej stosowana w badaniach rakotworczosci. Przeprowadzenie badan rakotwoérczoéci obejmujacych nara-
zenie droga dermalng lub inhalacyjna moze by¢ réwniez konieczne do oceny ryzyka dla zdrowia ludzi lub
wymagane w ramach pewnych systeméw regulacji, obydwie te drogi narazenia wymagaja jednak badan znacznie
ztozonych technicznie. Takie badania bedg musialy zosta¢ opracowane dla poszczeglnych przypadkéw, jednak
opisana w niniejszym rozdziale metoda badawcza majaca na celu oceng i oszacowanie rakotworczodci przy
pokarmowej drodze podania moze stanowi¢ podstawe dla protokotu badania z zastosowaniem inhalacyjnej lub
dermalnej drogi podania, z zastrzezeniem zalecent dotyczacych okreséw poddawania dzialaniu substancji, para-
metréw klinicznych, parametréw analizy patologicznej itp. Dostegpne sa wytyczne OECD dotyczace podawania
substancji badanych drogg dermalna (7) i drogg inhalacyjng (7) (8). Podczas opracowywania badari uwzglednia-
jacych dtuzszy okres narazenia drogg inhalacyjng nalezy w szczeg6lnosci wzial pod uwage rozdzial B.8 niniej-
szego zalacznika (9) oraz rozdzial B.29 niniejszego zalacznika (10), a takze wytyczne OECD dotyczace badania
ostrej toksycznodci inhalacyjnej (8). W przypadku badan przeprowadzanych droga dermalng nalezy uwzglednié
rozdzial B.9 niniejszego zalacznika (11).

Badanie rakotworczosci dostarcza informacji na temat potencjalnych zagrozen dla zdrowia, ktérych pojawienie
si¢ jest prawdopodobne w przypadku powtarzajacego si¢ narazenia przez okres trwajacy nawet przez caly
dtugos¢ zycia wykorzystanego w badaniu gatunku. Badanie dostarczy informacji na temat skutkéw toksycznych
substancji badanej, w tym na temat potencjalnej rakotwérczosci, i moze wskazaé organy docelowe i mozliwosé
akumulacji. Badanie moze takze dostarczy¢ szacunkowych informacji na temat poziomu dawkowania, przy
ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian w kontekscie skutkow toksycznych oraz, w przypadku niegenoto-
ksycznych substancji rakotwérczych, w odniesieniu do reakeji guzéw, ktére to informacje mozna wykorzystaé
do ustalenia kryteriow bezpieczenstwa dla narazenia ludzi. Podkresla si¢ rowniez konieczno$¢ uwaznych obser-
wagji klinicznych zwierzat, aby uzyska¢ mozliwie jak najwigcej informaciji.

Cele badan rakotworczosci w ramach niniejszej metody badawczej obejmuja:

— okreslenie wlasciwosci rakotwérezych substancji badanej, skutkujacych zwigkszonym wystepowaniem nowo-
tworéw, zwiekszonym odsetkiem nowotworéw zlosliwych lub szybszym wystapieniem nowotwordw,
w poréwnaniu z réwnolegla grupa kontrolna,

— okreSlenie organu lub organdéw docelowych rakotworczosci,
— okreSlenie czasu, po ktérego uplywie pojawiaja si¢ nowotwory,
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— scharakteryzowanie zalezno$ci dawka-odpowiedz w odniesieniu do guzéw,

— okreslenie poziomu dawkowania, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOAEL) lub punktu
wyjscia dla ustalenia dawki wyznaczajacej (BMD),

— ekstrapolacja skutkéw rakotwérczych do pozioméw narazenia ludzi przy niskich dawkach,
— pozyskanie danych do zbadania hipotez dotyczacych sposobu dziatania (2) (7) (12) (13) (14) (15).

WSTEPNE ROZWAZANIA

7. Podczas oceny i oszacowania potencjalnej rakotworczosci substancji badanej laboratorium badawcze powinno
rozwazy¢ wszystkie dostepne informacje na temat substancji badanej przed rozpoczeciem badania, w celu
opracowania takiego projektu badania, ktéry umozliwi zbadanie potencjalnej rakotworczosci w sposéb bardziej
efektywny oraz zminimalizuje wykorzystanie zwierzat. Szczegélnie istotne s3 informacje na temat sposobu
dzialania substancji, co do ktérej podejrzewa sig, ze jest substancjg rakotworczg, oraz uwzglednienie takiego
sposobu dziatania (2) (7) (12) (13) (14) (15), poniewaz optymalny projekt badania moze r6zni¢ si¢ w zaleznosci
od tego, czy substancja badana jest znang genotoksyczng substancjg rakotworcza, czy tez substancja, co do
ktorej podejrzewa si¢ dzialanie genotoksyczne i rakotworcze. Dalsze wytyczne na temat kwestii dotyczacych
sposobu dzialania mozna znaleZé w wytycznych nr 116 (7).

8. Informacje, ktére beda pomocne w opracowywaniu projektu badania, obejmuja tozsamos$¢, strukture chemiczng
i wlasciwosci fizykochemiczne substancji badanej; wyniki wszelkich badari toksycznodci in vitro lub in vivo,
w tym badan genotoksycznosci; spodziewane zastosowania i potencjalne narazenie ludzi; dostgpne dane doty-
czace (Q)SAR, mutagennosci/genotoksycznosci, rakotwodrczosci oraz inne dane toksykologiczne dotyczace struk-
turalnie powigzanych zwigzkéw; dostepne dane toksykokinetyczne (je$li dostgpne, dane dotyczace kinetyki
jednorazowego podania i podania powtdrzonego) oraz dane pochodzace z innych badan narazenia powtarza-
nego. Oceng rakotworczosci nalezy przeprowadzi¢ wylacznie po uzyskaniu wstepnych informacji na temat
toksycznosci na podstawie 28-dniowych lub 90-dniowych badan toksycznosci wywolanej podaniem powtérzo-
nym. Uzytecznych informacji moga dostarczy¢ takze krotkoterminowe badania dotyczace inicjacji i promocji
w kontekscie rakotworczo$ci. W kontekscie badania rakotworczoSci nalezy rozwazy¢ podejscie oparte na
etapach, w ramach ogdlnej oceny potencjalnych niepozadanych skutkéw dla zdrowia wywolywanych przez
dang substancj¢ badang (16) (17) (18) (19).

9. Metody statystyczne najbardziej odpowiednie do analizy wynikéw, przy uwzglednieniu ukladu do$wiadczalnego
i celow badania, nalezy ustali¢ przed rozpoczeciem badania. Wérdd kwestii, jakie nalezy rozwazy¢, znajduje sig
pytanie, czy dane statystyczne powinny zawiera¢ korekte uwzgledniajaca zwierzeta, ktdre przezyly, analize
lacznego ryzyka wystapienia guza w odniesieniu do okresu przezycia, analiz¢ tego, jak szybko wystapil guz,
oraz analiz¢ w przypadku przedwczesnego usmiercenia jednej grupy lub wickszej liczby grup. Wytyczne doty-
czace odpowiednich analiz statystycznych i kluczowych odniesient do uznanych na $wiecie metod statystycznych
zawarto w wytycznych nr 116 (7), a takze wytycznych nr 35 dotyczgcych analizy i ewaluacji badan toksycznosci
przewleklej i rakotwérczosci (20).

10. Podczas przeprowadzania badania rakotworczosci nalezy w kazdym przypadku kierowac si¢ gléwnymi zasadami
i rozwazaniami przedstawionymi w wytycznych OECD nr 19 dotyczacych rozpoznawania, oceny i stosowania
objawéw Klinicznych jako humanitarnego punktu koficowego w odniesieniu do zwierzat wykorzystywanych
w badaniu oceny bezpieczefistwa (21), a zwlaszcza pkt 62 tego dokumentu. Punkt ten stanowi, ze: »W badaniach
z zastosowaniem powtarzanej dawki, jesli zwierze wykazuje objawy Kliniczne, ktdre postepujg, prowadzgc do dalszego
pogorszenia jego stanu, nalezy podjgé uzasadniong decyzje, czy w sposéb humanitarny usmiercié takie zwierzg. Taka decyzja
powinna opieral sig na rozwazeniu wartosci informagji, jakie mozna uzyskal dzigki dalszemu utrzymywaniu takiego
zwierzgcia w ramach badania, i uwzgledniac ogdlny stan takiego zwierzgcia. Jesli zapadnie decyzja o pozostawieniu takiego
zwierzgcia W badaniu, czgstotliwo$¢ obserwacji nalezy w razie potrzeby zwigkszyé. Mozna takze tymczasowo zaprzestal
dawkowania, jesli nie wplynie to w sposéb niekorzystny na cel badania, a zmniejszy cierpienie lub stres odczuwany przez
zwierzg, lub tez mozna zmniejszy¢ podawang dawke«.

11. Szczegdtowe wytyczne dotyczace zasad doboru dawek w przypadku badan toksycznosci przewleklej i rakotwor-
czodci, a takze omowienie takich zasad, mozna znaleZé w wytycznych nr 116 (7), oraz w publikacjach Migdzy-
narodowego Instytutu Nauk Biologicznych (ILSI) (22) (23). Gléwna strategia doboru dawek zalezy od gléwnego
celu lub celéw badania (pkt 6). Podczas doboru odpowiednich pozioméw dawek nalezy zachowaé réwnowage
miedzy kontrolg zagrozenia a okre$leniem reakcji na niskie dawki i ich istotnoscig. Ma to szczeg6lne znaczenie
w sytuacji, w ktorej planuje si¢ przeprowadzi¢ laczone badanie toksycznosci przewleklej i rakotwdrczosci
(rozdzial B.33 niniejszego zalacznika) (pkt 12).

12. Nalezy rozwazy¢ przeprowadzenie taczonego badania toksycznosci przewleklej i rakotworczosci (rozdziat B.33
niniejszego zalacznika), zamiast przeprowadzenia osobno badania toksycznosci przewleklej (rozdziat B.30 niniej-
szego zalacznika) i badania rakotworczosci (niniejsza metoda badawcza B.32). W poréwnaniu z przeprowadza-
niem dwdch osobnych badan laczone badanie zapewnia wigksza efektywno$é pod wzgledem czasu i kosztéw,
a jednocze$nie nie obniza jakosci danych, czy to na etapie badania toksycznoéci przewleklej, czy tez na etapie
badania rakotworczoci. Przy przeprowadzaniu faczonego badania toksycznosci przewleklej i rakotworezosci
(rozdziat B.33 niniejszego zatacznika) nalezy jednak zwrdci¢ szczeg6lng uwage na zasady doboru dawek (pkt 11
i 22-25), a takze uznaje si¢, ze w przypadku pewnych ram regulacyjnych wymagane moze by¢ przeprowadzenie
takich badai osobno.
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13. Definicje stosowane w kontek$cie niniejszej metody badawczej mozna znalezé na konicu tego rozdziatu oraz
w wytycznych nr 116 (7).

ZASADA BADANIA

14. Substancj¢ badana podaje si¢ codziennie w dawkach stopniowanych kilku grupom zwierzat badanych przez
wigksza czg§¢ dlugosci ich zycia, zazwyczaj droga pokarmowa. Wlasciwe moze by¢ takze badanie przy zasto-
sowaniu drogi inhalacyjnej lub dermalnej. Zwierzgta obserwuje si¢ uwaznie w celu wykrycia objawéw toksycz-
nosci i pojawienia si¢ zmian nowotworowych. Zwierzgta, ktore zging lub zostang u$miercone podczas badania,
sa poddawane sekcji zwlok, a zwierzeta, ktdre przezyja, sa, po zakonczeniu badania, u§miercane i poddawane
sekgji zwlok.

OPIS METODY
Wybér gatunku zwierzat

15. Niniejsza metoda badawcza obejmuje przede wszystkim oceng i oszacowanie rakotwérczosci u gryzoni (pkt 2).
Wykorzystanie gatunkéw innych niz gryzonie mozna rozwazy¢, jesli dostepne dane wskazuja, Ze takie gatunki
sa bardziej odpowiednie w kontekscie okreslenia skutkéw dla zdrowia u ludzi. Wybér gatunku nalezy uzasadnic.
Preferowanym gatunkiem gryzoni jest szczur, mozna jednak wykorzystal takze inne gatunki, np. mysz. Cho¢
w przeszto$ci wykorzystanie myszy w badaniach rakotworczosci moglo ograniczaé uzyteczno$é takich badan
(24) (25) (26), w ramach niektérych obowigzujacych przepiséw nadal wymaga si¢ badania rakotworczosci
z wykorzystaniem myszy, o ile nie ustalono, ze takie badanie nie jest konieczne z naukowego punktu widzenia.
Szczury i myszy sa jak dotad preferowanymi modelami do$wiadczalnymi z uwagi na ich wzglednie krétka
dtugos¢ zycia, powszechne wykorzystywanie w badaniach farmakologicznych i toksykologicznych, podatnosé na
powstawanie guzow, a takze dostepno$¢ dostatecznie scharakteryzowanych szczepéw. Z racji tych cech
dostgpne sg znaczne iloSci informacji na temat ich fizjologii i patologii. Dodatkowe informacje na temat wyboru
gatunku i szczepu przedstawiono w wytycznych nr 116 (7).

16. Zaleca si¢ wykorzystanie zdrowych, mlodych, dorostych zwierzat pochodzacych ze szczepéw powszechnie
wykorzystywanych w laboratoriach. Badanie rakotworczosci nalezy przeprowadzié najlepiej z wykorzystaniem
zwierzat z tego samego szczepu i Zrodla, z ktérego pochodzity zwierzgta wykorzystane we wstepnym badaniu
lub wstepnych badaniach toksycznosci o krotszym czasie trwania, niemniej jednak, jesli wiadomo, ze w przy-
padku zwierzat z danego szczepu i Zrédla pojawiaja si¢ problemy z osiagnigciem powszechnie przyjetego
kryterium przezycia w badaniach dlugoterminowych [zob. wytyczne nr 116 (7)], nalezy rozwazy¢ wykorzystanie
szczepu zwierzat, ktory charakteryzuje si¢ akceptowalnym wskaznikiem przezycia w przypadku badan dtugo-
terminowych. Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w ciazy.

Warunki przetrzymywania i karmienia

17. Zwierz¢ta mozna przetrzymywaé pojedynczo lub w klatkach w malych grupach sktadajacych si¢ z osobnikow
tej samej plci; przetrzymywanie zwierzat pojedynczo nalezy rozwazyé, wylgcznie jesli jest to uzasadnione
z naukowego punktu widzenia (27) (28) (29). Klatki nalezy rozmiesci¢ w taki sposdb, aby zminimalizowaéd
potencjalny wplyw ich ukladu. Temperatura w pomieszczeniach badawczych, w ktorych przetrzymuje sig
zwierzeta, powinna wynosi¢ 22 °C (¢ 3 °C). Chociaz wilgotno$¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 %
i pozadane jest, by poza czasem czyszczenia pomieszczenia nie przekraczata 70 %, nalezy dazy¢ do utrzymania
jej na poziomie 50-60 %. O$wietlenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 godzin $§wiatla, 12 godzin ciemnosci.
Do zywienia mozna stosowal konwencjonalne pasze laboratoryjne z nieograniczonym dostepem do wody
pitnej. Pasza powinna spelnia¢ wszystkie wymogi zwigzane z odzywianiem badanych gatunkéw, a obecna
w niej zawarto$¢ pokarmowych substancji zanieczyszczajacych, w tym miedzy innymi pozostatosci pestycydow,
trwalych zanieczyszczen organicznych, fitoestrogendw, metali cigzkich i mikotoksyn, ktére moga wplynaé na
wynik badania, powinna by¢ mozliwie jak najnizsza. Okresowo nalezy generowal informacje analityczne na
temat pozioméw skladnikéw odzywczych i pokarmowych substangji zanieczyszczajacych, a przynajmniej na
poczatku badania oraz w przypadku zmiany stosowanej partii. Takie informacje nalezy uwzgledni¢ w sprawoz-
daniu koficowym. Informacje analityczne na temat wody pitnej stosowanej w badaniu nalezy przedstawié
w podobny sposéb. Na wybér pokarmu moze mie¢ wplyw potrzeba zapewnienia odpowiedniej mieszaniny
substancji badanej, a takze potrzeba spelnienia wymogéw zwigzanych z odzywianiem zwierzat, jesli substancje
badana podaje si¢ wraz z pokarmem.

Przygotowanie zwierzat

18. Nalezy wykorzysta¢ zdrowe zwierzeta aklimatyzowane do warunkéw laboratoryjnych przez okres co najmniej 7
dni, oraz niepoddawane wczesniej procedurom badawczym. W przypadku gryzoni dawkowanie substancji
zwierzgtom nalezy rozpoczgl mozliwie jak najszybciej po odsadzeniu i aklimatyzacji, oraz najlepiej zanim
zwierzgta osiagng wiek 8 tygodni. Badane zwierzgta nalezy scharakteryzowa¢ ze wzgledu na ich gatunek, szczep,
zrédlo, ple¢, wage i wiek. W chwili rozpoczecia badania odchylenia masy dla obu plci wykorzystanych zwierzat
powinny by¢ minimalne i nie przekracza¢ + 20 % Sredniej masy wszystkich zwierzat wykorzystanych w ramach
badania, osobno dla kazdej pici. Nalezy losowo przydzieli¢ zwierzgta do grup kontrolnych i grup poddawanych
dzialaniu substancji badanej. Po randomizacji migdzy grupami nie powinno by¢ znaczacych réznic w Sredniej
wadze osobnikéw w odniesieniu do obu plci. Je$li odnotowano statystycznie istotne réznice, randomizacje
nalezy powtérzy¢, jesli jest to mozliwe. Kazdemu zwierzeciu nalezy przydzieli¢ niepowtarzalny numer identy-
fikacyjny i w sposdb staly oznaczy¢ je tym numerem poprzez jego wytatuowanie, wszczepienie implantu
z chipem lub za pomoca innej odpowiedniej metody.
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PROCEDURA
Liczba i ple¢ zwierzat

19. Nalezy wykorzystaé zwierzgta obu plci. Nalezy wykorzysta¢ wystarczajacg liczbe zwierzat, aby umozliwic
szczegOlowe szacunki z punktu widzenia biologicznego i statystycznego. W zwiazku z powyzszym kazda
grupa otrzymujgca dawki oraz réwnolegla grupa kontrolna powinny liczy¢ co najmniej 50 zwierzat kazdej
plci. W zaleznosci od celu badania mozna zwigkszy¢ moc statystyczng kluczowych szacunkéw poprzez zroz-
nicowane przydzielenie zwierzat nieréwnomiernie do grup otrzymujacych rézne dawki, przy czym w grupach
otrzymujacych niskie dawki powinno by¢ wiecej niz 50 zwierzat; np. w celu oszacowania rakotworczosci przy
niskich dawkach. Nalezy jednak pamigtaé, ze umiarkowane zwickszenie liczebnosci grupy oznacza wzglednie
niewielkie zwickszenie mocy statystycznej badania. Wiecej informacji na temat projektu badania pod wzgledem
statystycznym oraz doboru pozioméw dawek w celu zmaksymalizowania mocy statystycznej zawarto w wytycz-
nych nr 116 (7).

Ustalenia dotyczjce u$miercania w trakcie trwania doswiadczenia oraz grup satelitarnych (wskazniko-
wych)

20. W ramach badania mozna zalozy¢ u$miercanie zwierzat w trakcie trwania do$wiadczenia, np. po uplywie
12 miesigcy, w celu uzyskania informacji na temat progresji zmian nowotworowych oraz informacji dotyczg-
cych mechanizmu dzialania, jesli jest to uzasadnione z naukowego punktu widzenia. Jesli takie informacje sg juz
dostepne dzigki poprzednim badaniom toksycznosci dawki powtérzonej substancji badanej, u$miercanie
w trakcie trwania do$wiadczenia moze nie by¢ uzasadnione z naukowego punktu widzenia. Jesli projekt badania
przewiduje uSmiercanie w trakcie trwania doswiadczenia, liczba zwierzat w kazdej grupie otrzymujacej dawki
przeznaczona do u$miercenia w trakcie trwania do$wiadczenia bedzie wynosi¢ zazwyczaj 10 zwierzat kazdej
plci, za$ calkowitg liczbe zwierzat przewidzianych w projekcie badania nalezy zwigkszy¢ o liczbe zwierzat
przeznaczonych do u$miercenia przed zakonczeniem badania. W celu monitorowania w trakcie badania,
w razie koniecznosci, statusu choroby, mozna uwzgledni¢ dodatkowq grupe zwierzat wskaznikowych (zazwy-
czaj 5 zwierzat kazdej plei) (30). Dalsze wytyczne przedstawiono w wytycznych nr 116 (7).

Grupy otrzymujace dawki oraz dawkowanie

21. Wytyczne dotyczace wszystkich aspektéw doboru dawek oraz zréznicowania poziomu dawek zawarto w wytycz-
nych nr 116 (7). Nalezy zastosowa¢ co najmniej trzy poziomy dawek oraz ustanowi¢ rownolegla grupe kontrol-
ng. Poziomy dawek beda zazwyczaj oparte na wynikach krétkoterminowych badan z powtarzanym dawkowa-
niem lub badan ustalajacych zakres dawkowania oraz nalezy uwzgledni¢ w tym kontekscie wszelkie istniejace
dane toksykologiczne i toksykokinetyczne dostgpne w odniesieniu do substancji badanej lub substancji powia-
zanych.

22. O ile nie ogranicza tego fizykochemiczny charakter biologicznych skutkéw dzialania substancji badanej, nalezy
wybraé najwyzszy poziom dawki w celu okreslenia gléwnych organéw docelowych oraz skutkéw toksycznych,
jednoczesnie unikajgc cierpienia, toksycznosci ostrej, chorobowosci lub $mierci. Uwzgledniajac czynniki przed-
stawione w pkt 23 ponizej, nalezy zazwyczaj wybra¢ najwyzszy poziom dawki w celu uzyskania dowodow na
toksycznos¢, potwierdzonych, na przyklad, wolniejszym przybieraniem na wadze (o okolo 10 %). W zaleznosci
od celow badania (zob. pkt 6) mozna wybra¢ gorng dawke, nizsza od dawki potwierdzajacej toksyczno$¢, np.
jesli dawka powoduje niekorzystny skutek istotny dla badania, ktéry ma jednak niewielki wplyw na diugosé
zycia czy wage ciala.

23. Poziomy dawek i zréznicowanie ich pozioméw mozna dobraé tak, by okresli¢ odpowied? zalezng od dawki
oraz, w zaleznosci od sposobu dzialania substancji badanej, NOAEL lub inny pozadany wynik badania, np. BMD
(zob. pkt 25) przy najnizszym poziomie dawki. Przy stosowaniu nizszych dawek nalezy rozwazy¢ takie czyn-
niki, jak spodziewane nachylenie krzywej dawka-odpowiedZ, dawki, przy ktérych moga pojawié si¢ istotne
zmiany w metabolizmie, lub charakter dzialania toksycznego, przy ktorym oczekuje si¢ wartosci granicznej
lub punktu wyjscia dla ekstrapolacji dla niskiej dawki.

24, Wybrane zréznicowanie pozioméw dawki bedzie zaleze¢ od wlasciwosci substancji badanej i nie moze zosta¢
z gory okreslone w metodzie badawczej, jednak zastosowanie dwoch do czterech odstepéw pomiedzy kolejnym
dawkowaniem czgsto zapewnia dobre wyniki badania dla ustalenia malejagcych pozioméw dawki, a dodanie
czwartej grupy badanej jest czesto rozwigzaniem preferowanym w pordwnaniu ze stosowaniem bardzo duzych
interwalow miedzy dawkowaniem (np. wspolezynnik wigkszy niz 6-10). Zasadniczo nalezy unika¢ stosowania
wspolezynnikéw wigkszych niz 10, a w przypadku ich zastosowania nalezy je uzasadnié.

25. Jak oméwiono to w wytycznych OECD nr 116 (7), kwestie, jakie nalezy rozwazy¢ przy doborze dawki,
obejmuja:

— znane lub podejrzewane nieliniowosci lub punkty przegiecia krzywej dawka-odpowiedz,

— toksykokinetyke oraz zakresy dawkowania, przy ktérych wystepuje lub nie wystepuje indukcja metaboliczna,
nasycenie lub tez nieliniowo$¢ miedzy zewnetrznymi a wewnetrznymi dawkami,

— zmiany prekursorowe, markery skutku, lub wskazniki dzialania kluczowych podstawowych proceséw biolo-
gicznych,

— kluczowe (lub podejrzewane) aspekty sposobu dzialania, takie jak dawki, przy ktérych zaczyna pojawiaé sig
cytotoksycznosé, zaktécone zostaja poziomy hormondw, przestaja dziata¢ mechanizmy homeostatyczne itp.,
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— regiony krzywej dawka-odpowiedz, gdzie konieczne s3 szczegdlnie solidne szacunki, np. w zakresie spodzie-
wanej BMD lub podejrzewanej wartosci granicznej,

— uwzglednienie spodziewanych pozioméw narazenia ludzi.

26. Grupa kontrolna powinna by¢ grupa niepoddawang dziataniu substancji badanej lub grupa kontrolng nosnika,
jesli do podawania substancji badanej zastosowano noénik. Z wyjatkiem poddawania dziataniu substancji bada-
nej, zwierzgta z grupy kontrolnej nalezy traktowal w sposéb identyczny ze sposobem traktowania osobnikéw
z grup badanych. Jesli zastosowano no$nik, grupa kontrolna otrzymuje no$nik w najwyzszej objetosci stoso-
wanej wéréd grup otrzymujacych dawki. Jesli substancje badana podaje si¢ wraz z pokarmem i je$li powoduje
ona znacznie zmniejszone pobranie pokarmu z powodu jego obnizonych wartosci smakowych, pomocna moze
by¢ dodatkowa grupa kontrolna zwierzat otrzymujacych pokarm w ilosci spozywanej przez zwierzgta z grupy
badanej (pair-fed), ktéra zapewni odpowiedniejsza kontrolg.

Przygotowanie dawek i podanie substancji badanej

27. Substancje badang zazwyczaj podaje si¢ drogg pokarmows, wraz z pokarmem lub wodg pitng, lub tez za
pomocg sondy. Dodatkowe informacje na temat drég i metod podania przedstawiono w wytycznych nr 116
(7). Droga i metoda podania zaleza od celu badania, fizykochemicznych wlasciwosci substancji badanej, jej
biodostepnosci oraz gléwnej drogi i metody narazenia ludzi. Nalezy przedstawi¢ uzasadnienie wybranej drogi
i metody podania. W trosce o dobrostan zwierzat nalezy w normalnych warunkach wybra¢ sonde Zotadkowa
wylacznie dla tych substancji, dla ktérych taka droga i metoda podania w sposéb uzasadniony odzwierciedlaja
potencjalne narazenie ludzi (np. produkty farmaceutyczne). Substancje wystepujace w pokarmie lub Srodowisku
naturalnym, w tym pestycydy, podaje si¢ zazwyczaj wraz z pokarmem lub woda pitng. W przypadku jednak
niektérych scenariuszy, np. narazenia zawodowego, podawanie substancji za pomoca innych drég moze byc
bardziej wlasciwe.

28. W razie potrzeby substancje badana rozpuszcza si¢ lub sporzadza si¢ jej zawiesing w odpowiednim no$niku.
W stosownych przypadkach nalezy wzia¢ pod uwage nastgpujace cechy no$nika i innych dodatkéw: wplyw na
wechlanianie, dystrybucje, metabolizm oraz zatrzymywanie substancji badanej; wplyw na chemiczne wilasnosci
substancji badanej, ktére moga zmienic¢ jej charakterystyke toksyczng; oraz wplyw na spozycie pokarmu lub
wody, lub tez na stan odzywienia zwierzat. Zaleca si¢, w miar¢ mozliwosci, najpierw rozwazy¢ zastosowanie
roztworu wodnego/zawiesiny, nastgpnie roztworu/emulsji w oleju (np. z zastosowaniem oleju kukurydzianego),
a potem mozliwego roztworu w innych no$nikach. W przypadku no$nikéw innych niz woda charakterystyka
toksyczna no$nika powinna by¢ znana. Dostgpne powinny by¢ takze informacje na temat stabilnosci substancji
badanej oraz jednorodnosci roztworéw dawek lub pokarmu z dawkami (w zaleznosci od sytuacji) w warunkach
podawania (np. pokarm).

29. W przypadku substancji podawanych w pokarmie lub wodzie pitnej wazne jest dopilnowanie, by iloci
substancji badanej nie zaklécaly prawidlowej rownowagi odzywiania lub spozycia wody. W przypadku dlugo-
terminowych badan toksycznosci z zastosowaniem podawania dawek wraz z pokarmem stezenie substancji
badanej w paszy nie powinno w normalnych warunkach przekracza¢ gérnego limitu 5 % calego pokarmu, aby
unikng¢ zakl6cenia réwnowagi odzywiania. Przy podawaniu substancji badanej wraz z pokarmem mozna
zastosowa¢ stale stezenie w pokarmie (mg/kg pokarmu lub ppm) lub tez staly poziom dawki w odniesieniu
do masy ciala zwierzecia (mg/kg masy ciala), obliczany cotygodniowo. Nalezy okresli¢, ktére rozwigzanie
Zastosowano.

30. Przy podawaniu substancji droga pokarmowa zwierz¢tom podaje si¢ dawki substancji badanej codziennie
(siedem dni w tygodniu), zazwyczaj przez okres 24 miesiccy w przypadku gryzoni (zob. takze pkt 32).
Zastosowanie innego systemu dawkowania, np. przez pie¢ dni w tygodniu, nalezy uzasadnié. Przy podawaniu
substancji droga dermalng zwierzeta zazwyczaj poddaje si¢ dzialaniu substancji badanej przez co najmniej 6
godzin dziennie, 7 dni w tygodniu, zgodnie z rozdzialem B.9 niniejszego zalacznika (11), przez okres 24
miesigcy. Narazenie droga inhalacyjng stosuje si¢ przez 6 godzin dziennie, 7 dni w tygodniu, ale mozliwe
jest zastosowanie narazenia takze przez 5 dni w tygodniu, jesli zostanie to uzasadnione. Okres narazenia
zazwyczaj wynosi 24 miesigce. Jesli gatunki gryzoni inne niz szczury poddaje si¢ narazeniu wylacznie poprzez
nos, maksymalne okresy narazenia mozna dostosowaé tak, by zminimalizowa¢ charakterystyczny dla danego
gatunku stres. W przypadku stosowania okresu narazenia krétszego niz 6 godzin dziennie nalezy przedstawic
stosowne uzasadnienie. Zob. rowniez rozdzial B.8 niniejszego zalgcznika (9).

31. Jesli substancj¢ badana podaje si¢ zwierzgtom za pomocg sondy, nalezy dokonywaé tego z uzyciem sondy
zotadkowej lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej, kazdego dnia o podobnych porach. Zazwyczaj podaje si¢
pojedyncza dawke raz dziennie; jesli jednak substancja jest, na przyklad, substancja wykazujaca miejscowe
dzialanie drazniace, mozliwe jest zachowanie dziennej mocy dawki poprzez podawanie jej jako dawki dzielonej
(dwa razy dziennie). Maksymalna obj¢tos¢ cieczy, jaka mozna poda¢ jednorazowo, zalezy od wielkosci badanego
zwierzgcia. Objeto$¢ taka powinna byé mozliwie jak najnizsza i nie powinna w normalnych warunkach prze-
kracza¢ 1 ml/100 g masy ciata w przypadku gryzoni (31). Zmienno$¢ stosowanej objetosci nalezy zminimali-
zowal poprzez dostosowanie stezenia, aby zapewniC stalg objeto$¢ przy wszystkich poziomach dawek. Wyjat-
kiem s substancj¢ potencjalnie Zrgce lub wykazujace dzialanie draznigce, ktére nalezy rozcienczyé w celu
uniknigcia miejscowych ostrych skutkéw. Nalezy unika¢ badania z uzyciem stezen, ktére moga by¢ zrace lub
wykazujace dzialanie draznigce dla przewodu pokarmowego.
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Czas trwania badania

32. W przypadku gryzoni czas trwania badania bedzie zazwyczaj wynosit 24 miesiace, co stanowi wigksza czg§é
standardowej dugosci zycia zwierzat, ktére maja zostal wykorzystane w takim badaniu. Mozna ustali¢ dtuzszy
lub krétszy czas trwania badania w zalezno$ci od dtugodci Zycia szczepu gatunku zwierzat wykorzystanego
w badaniu, taka decyzj¢ nalezy jednak uzasadni¢. W przypadku pewnych szczepdw myszy, np. szczepdéw AKR]],
C3H/J lub C57BL/[6], wlasciwszy moze by¢ czas trwania badania wynoszacy 18 miesigcy. Ponizej znajduja sie
pewne wytyczne dotyczace czasu trwania i zakoriczenia badania oraz przezycia; dalsze wytyczne, w tym
rozwazenia dotyczace dopuszczalnodci rakotworczo$ci ujemnie powigzanej z przezyciem, przedstawiono
w wytycznych OECD nr 116 dotyczacych opracowywania i przeprowadzania badan toksyczno$ci przewleklej
i rakotworczosci (7).

— Zakonczenie badania nalezy rozwazy¢, jedli liczba osobnikéw, ktére pozostaly przy zyciu w grupach otrzy-
mujacych nizsze dawki lub grupie kontrolnej, spadnie ponizej 25 %.

— Jesli wylacznie osobniki z grupy otrzymujacej wysokie dawki padng przedwczesnie z powodu toksycznosci,
nie powinno to powodowaé zakonczenia badania.

— Przezycie osobnikéw obu plci nalezy rozwazy¢ osobno.

— Nie nalezy przedtuzal badania, jesli dane dostepne dzigki badaniu staly si¢ niewystarczajace, aby umozliwic
oszacowanie wiarygodne pod wzgledem statystycznym.

OBSERWACJE

33. Wszystkie zwierzeta nalezy sprawdzi¢ pod katem chorobowosci i upadkowosci, zazwyczaj na poczatku i pod
koniec kazdego dnia, wlacznie z weekendami i dniami wolnymi od pracy. Dodatkowo zwierzgta nalezy spraw-
dza¢ raz dziennie pod katem szczegdlnych objawéw istotnych z toksykologicznego punktu widzenia, a w
przypadku podawania substancji poprzez sondg, uwzgledniajac okres szczytowego wystepowania spodziewanych
skutkow po podaniu dawki. Szczegblng uwage nalezy zwrdcié na rozwéj guzéw; nalezy odnotowaé czas
pojawienia si¢ guza, jego polozenie, wymiary, wyglad oraz progresje kazdego wyraznie widocznego lub wyczu-
walnego guza.

Masa ciata, spozycie pokarmu/wody i wydajnos¢ pokarmu

34. Wszystkie zwierzeta nalezy zwazy¢ na poczatku rozpoczecia poddawania ich dzialaniu substancji badane;j,
a takze co najmniej raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu.
Pomiaréw spozycia pokarmu i wydajnosci pokarmu nalezy dokonywal co najmniej raz w tygodniu przez
pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu. Spozycie wody nalezy mierzy¢ co najmniej
raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu, jesli substancje
badang podaje si¢ wraz z wodg pitng. Pomiary spozycia wody nalezy rozwazy¢ takze w przypadku badan,
w ktorych zaszly zmiany zwigzane ze spozyciem wody.

Hematologia, biochemia kliniczna i inne pomiary

35. W celu zmaksymalizowania informacji uzyskanych dzigki badaniu, zwlaszcza na temat kwestii zwigzanych ze
sposobem dziatania, prébki krwi mozna podda¢ analizie pod kgtem hematologii i biochemii Klinicznej, wedtug
uznania kierownika badania. Wlasciwe moze by¢ takze przeprowadzenie analizy moczu. Dalsze wytyczne
dotyczace warto$ci pobrania takich prébek w ramach badania rakotworczosci przedstawiono w wytycznych
nr 116 (7). Jedli uznano to za wiasciwe, pobranie prébek krwi na potrzeby oznaczenia hematologicznego
i oznaczenia parametréw biochemii klinicznej, a takze analiz¢ moczu, mozna przeprowadzi¢ w ramach u$mier-
cania w trakcie trwania do$wiadczenia (pkt 20) oraz wraz z zakonczeniem badania, z wykorzystaniem co
najmniej 10 zwierzat kazdej plci i z kazdej grupy. Probki krwi nalezy pobraé z okreslonego miejsca, na przyklad
poprzez naklucie serca lub z zatoki oczodolowej tylnej, w znieczuleniu, oraz w stosownych przypadkach
przechowywa¢ we wiasciwych warunkach. Do zbadania mozna przygotowaé réwniez rozmazy krwi, zwlaszcza
jesli organem docelowym wydaje si¢ szpik kostny, cho¢ warto$¢ takiego badania w celu oceny rakotwérczoscif
potencjalu onkogenicznego zostala zakwestionowana (32).

PATOLOGIA
Petne rozpoznanie histopatologiczne

36. Wszystkie zwierzgta wykorzystane w badaniu, procz zwierzat wskaznikowych (zob. pkt 20) oraz innych
zwierzat satelitarnych, nalezy podda¢ pelnemu, szczegbtowemu rozpoznaniu histopatologicznemu, ktére obej-
muje staranne zbadanie zewnetrznej powierzchni ciala, wszystkich otworéw, jamy czaszki, jamy klatki pier-
siowej i jamy brzusznej oraz ich zawartosci. Zwierzeta wskaznikowe i inne zwierzeta satelitarne moga wymagaé
rozpoznania histopatologicznego w zalezno$ci od poszczegdlnych przypadkéw, wedlug uznania kierownika
badania. Masa organ6w nie jest zazwyczaj cz¢écig badania rakotworczosci, jako ze w organach zachodzg zmiany
zwigzane z wiekiem, a rozw6j guzéw na pdzniejszych etapach uniemozliwia wykorzystanie takich danych. Takie
dane mogg mie¢ jednak kluczowe znaczenie dla oszacowania wagi dowodéw, w szczegdlnosci w kontekscie
kwestii zwigzanych ze sposobem dzialania. Jesli stanowig one czg$¢ badania satelitarnego, takie dane nalezy
zgromadzi¢ nie pézniej niz rok po rozpoczeciu badania.

37. Nastepujace tkanki nalezy zachowaé w roztworze utrwalajacym najbardziej odpowiednim zaréwno dla rodzaju
tkanki, jak i planowanego pdzniejszego badania histopatologicznego (33) (tkanki podane w nawiasach kwadra-
towych sg opcjonalne):
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38.

wszystkie wyrazne zmiany | serce trzustka zoladek (przedzotadek,
zoladek gruczotowy)

nadnercze jelito krete przytarczyca [z¢by]

aorta jelito czcze nerw obwodowy jadro

moézg (W tym czedci nerka przysadka grasica

kresomézgowia, mézdzka

i rdzenia/mostu)

jelito $lepe gruczot lzowy prostata tarczyca

szyjka macicy watroba odbytnica [iezyk]

gruczot koagulujacy pluco gruczot Slinowy tchawica

okreznica

wezly chlonne (powierz-
chowne i glebokie)

pecherzyk nasienny

pecherz moczowy

dwunastnica

gruczot mlekowy (obo-
wiazkowo w przypadku
samic oraz, jesli
wyraznie nadaje si¢ do
analizy, réwniez w przy-
padku samcow)

miesien szkieletowy

macica (w tym szyjka
macicy)

najadrze

[gérne drogi oddechowe,
w tym nos, matzowiny
nosowe oraz zatoki
przynosowe]

skora

[moczowdd]

oko (w tym siatkowka)

przelyk

rdzen kregowy (na
trzech odcinkach: szyj-
nym, $rédpiersiowym
i ledzwiowym)

[cewka moczowa]

[kos¢ udowa ze stawem|]

[opuszka wechowa]

$ledziona

pochwa

pecherzyk zélciowy (w
przypadku gatunkéw

innych niz szczur)

jajnik

[mostek]

odcinek szpiku kostnego
lub $wiezego aspiratu
szpiku kostnego

gruczol przyoczny

W przypadku organdéw parzystych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy utrwali¢ obydwa organy. Wyniki badan
klinicznych i innych badan moga wskaza¢ na konieczno$¢ zbadania dodatkowych tkanek. Organy uznane za
prawdopodobne organy docelowe, w oparciu o znane wlasciwosci substancji badanej, takze nalezy zachowac.
W przypadku badan z zastosowaniem dermalnej drogi podania nalezy utrwali¢ organy zgodnie z lista okreslong
dla podania drogg pokarmowa, przy czym kluczowe jest pobranie i zachowanie probek skory z miejsca aplikacji.
W przypadku badan z zastosowaniem inhalacyjnej drogi podania, ukladajac liste tkanek z drég oddechowych do
zachowania i zbadania, nalezy kierowa¢ si¢ zaleceniami zawartymi w rozdziale B.8 i B.29 niniejszego zalacznika.
W przypadku innych organdw/tkanek (oraz w uzupehieniu okreslonych utrwalonych tkanek z drég oddecho-
wych) nalezy zbada¢ organy zgodnie z lista okreslong dla pokarmowej drogi podania.

Histopatologia

Dostepne sg wytyczne dotyczace najlepszych praktyk zwiazanych z przeprowadzaniem toksykologicznych badan
zmian patologicznych (33). Nalezy zbada¢ co najmniej nastepujace tkanki:

— wszystkie tkanki zwierzat z grup otrzymujgcych wysokie dawki i z grup kontrolnych,

— wszystkie tkanki zwierzat w stanie agonalnym lub u$mierconych podczas badania,

— wszystkie tkanki wykazujace makroskopowe nieprawidlowosci, w tym guzy,

— w przypadku zaobserwowania w grupie otrzymujacej wysoka dawke histopatologicznych zmian zwiazanych
z poddawaniem zwierzat dzialaniu substancji badanej nalezy zbada¢ takie same tkanki pochodzace od

wszystkich zwierzat ze wszystkich pozostalych grup otrzymujacych dawki,

— w przypadku organéw parzyastych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy zbada¢ obydwa organy.
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DANE ORAZ SPORZADZENIE SPRAWOZDANIA
Dane

39. Nalezy przedstawi¢ dane dotyczgce kazdego zwierzecia, w odniesieniu do wszystkich poddawanych oszacowaniu
parametréw. Dodatkowo wszystkie dane nalezy zestawi¢ w postaci tabeli, przedstawiajac w odniesieniu do
kazdej badanej grupy liczbe zwierzat na poczatku badania, liczbe zwierzat, ktére zgingly w trakcie trwania
badania lub ktére usmiercono z przyczyn humanitarnych, wraz z okresleniem czasu, w ktérym nastapita $mieré
lub humanitarne u$miercenie, liczbe zwierzat wykazujacych objawy toksycznosci, opis obserwowanych objawéw
toksycznosci, w tym czas ich pojawienia si¢, czas trwania, stopieni ostroéci wszelkich skutkéw toksycznych,
liczbe zwierzgt wykazujacych zmiany, typ takich zmian oraz procent zwierzat wykazujacych kazdy typ zmiany.
W tabelach z zestawieniem danych, oprocz klasyfikacji zmian, nalezy przedstawi¢ $rednie i odchylenia standar-
dowe (dla danych z badaf cigglych) dotyczace zwierzat wykazujacych skutki toksyczne lub zmiany.

40. Historyczne dane kontrolne moga by¢ cenne przy interpretacji wynikéw badania, np. jesli istnieja przestanki, ze
dane uzyskane z jednoczesnych kontroli s3 w sposéb znaczacy niestandardowe w poréwnaniu z najnowszymi
danymi dotyczacymi zwierzat kontrolnych z tego samego obiektu/badanej kolonii. Historyczne dane kontrolne,
jesli poddaje si¢ je oszacowaniu, powinny przedstawi¢ to samo laboratorium i powinny si¢ odnosi¢ do zwierzat
w tym samym wieku i z tego samego szczepu, oraz powinny zosta¢ wygenerowane w ciggu pieciu lat przed
rozpoczgciem rozwazanego badania.

41. W stosownych przypadkach wyniki liczbowe nalezy poddawa oszacowaniu za pomoca wiasciwych i ogélnie
przyjetych metod statystycznych. Metody statystyczne i dane poddawane analizie nalezy wybraé w czasie
przygotowywania projektu badania (pkt 9). Taki wyboér powinien uwzgledniaé, w razie potrzeby, korekte
uwzgledniajaca zwierzgta, ktére przezyly.

Sprawozdanie z badania

42. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastgpujace informacje:
Badana substancja chemiczna
— cechy fizyczne, czysto$¢ i wlasnosci fizykochemiczne,
— dane dotyczgce tozsamosci,
— zrédlo substangji chemiczne;j,
— numer partii,
— Swiadectwo analizy chemicznej.
Nosnik (w stosownych przypadkach)
— uzasadnienie wyboru nosnika (jezeli jest inny niz woda).
Badane zwierzgta
— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie takiego wyboru,
— liczba, wiek i ple¢ zwierzat na poczatku badaniu,
— zrédlo, warunki przebywania, pokarm itp.,
— masa ciala poszczegdlnych zwierzat na poczatku badania.
Warunki badania
— uzasadnienie drogi podania i doboru dawek,
— w stosownych przypadkach metody statystyczne zastosowane do analizy danych,
— szczegblowe informacje na temat postaci uzytkowej substancji badanej/przygotowywania pokarmu,

— dane analityczne dotyczace osiaganego stezenia, stabilnosci i jednorodnosci preparatu,
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— droga podania i szczeg6towe dane dotyczace podawania substancji badanej,

— w przypadku badari z inhalacyjng droga podania informacje o tym, czy podanie odbywa si¢ wylacznie przez
nos, czy przez cale cialo,

— dawki rzeczywiste (mg/kg masy ciata/dzien), wskaznik konwersji stezenia substancji badanej w pokarmie/
wodzie pitnej (mg/kg lub ppm) do dawki rzeczywistej, jesli ma to zastosowanie,

— szczegdlowe informacje na temat jakosci pokarmu i wody.

Wyniki (nalezy przedstawic zestawienie danych w tabeli oraz dane dotyczgce poszczegdlnych zwierzgt)
Wymogi ogélne

— dane dotyczace zwierzat, ktore przezyly,

— masa ciala/zmiany masy ciala,

— dane dotyczace spozycia pokarmu, wyliczenia wydajnosci pokarmu, jedli przeprowadzono, oraz dane doty-
czgce spozycia wody, w stosownych przypadkach,

— dane toksykokinetyczne, jesli dostepne,

— oftalmoskopia (jesli takie dane sa dostepne),

— hematologia (jedli takie dane sa dostgpne),

— biochemia Kliniczna (jesli takie dane sa dostepne).

Ustalenia badari klinicznych

— objawy toksycznosci,

— wystgpowanie (i ostrosé, jesli poddano ja ocenie) wszelkich nieprawidtowosci,

— rodzaj, ostro$¢ i czas trwania obserwowanych objawéw klinicznych (tak odwracalnych, jak i nieodwracal-

nych).

Dane dotyczgce sekcji zwlok

— masa ciatla w chwili zgonu,

— masa organéw i ich wspélezynniki, jesli takie dane sa dostepne,

— ustalenia z sekcji zwlok; wystepowanie i stopient ostrosci nieprawidtowosci.

Histopatologia

— ustalenia histopatologiczne inne niz dotyczace nowotwordw,

— ustalenia histopatologiczne dotyczace nowotwordw,

— korelacja migdzy objawami makroskopowymi i mikroskopowymi,

— szczegblowy opis wszystkich ustalen histopatologicznych zwigzanych z poddawaniem zwierzat dziataniu
substancji badanej, w tym klasyfikacja ostrosci skutkow,
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— sprawozdanie z ewentualnej wzajemnej oceny preparatow.
W stosownych przypadkach, statystyczne opracowanie wynikéw
Omdwienie wynikow, w tym:

— omowienie wszelkich podej$¢ modelowych,

— zalezno$¢ dawka-odpowiedz,

— historyczne dane kontrolne,

— rozwazenie wszelkich informacji na temat sposobu dzialania,
— okre$lenie BMD, NOAEL lub LOAEL,

— znaczenie dla ludzi.

Whioski
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Dodatek 1

DEFINICJA

Substancja badana: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomocg niniejszej metody badawczej.
B.33. LACZONE BADANIA TOKSYCZNOSCI PRZEWLEKLE]/RAKOTWORCZOéCI

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest rownowazna z dotyczaca badan wytyczng OECD nr 453 (2009). Pierwotny
tekst TG 453 przyjeto w 1981 r. Opracowanie niniejszej zmienionej metody badawczej B.33 uznano za
konieczne w celu odzwierciedlenia ostatnich zmian w dziedzinie dobrostanu zwierzat i wymogéw regulacyjnych
(1) (2) (3) (4) (5). Aktualizacje niniejszej metody badawczej B.33 przeprowadzono réwnolegle z modyfikacjami
rozdzialu B.32 niniejszego zalacznika, dotyczacego badan rakotworczodci, oraz rozdzialu B.30 niniejszego
zalgcznika, dotyczgcego badan toksycznosci przewleklej, w celu uzyskania dodatkowych informacji na
podstawie zwierzat wykorzystanych w badaniu oraz w celu zapewnienia dalszych szczegétowych informacji
na temat doboru dawek. Niniejszg metode badawcza opracowano w celu jej wykorzystywania w badaniach
szerokiego zakresu chemikaliéw, w tym pestycydéw i chemikaliéw przemystowych. Nalezy zauwazy¢ jednak, ze
niektére dane szczegdtowe i wymogi moga rézni¢ si¢ w przypadku produktéw farmaceutycznych [zob.
wytyczne S1B dotyczace badania produktéw farmaceutycznych pod katem rakotworczosci Miedzynarodowej

Konferencji ds. Harmonizacji (ICH)].

2. Wigkszo$¢ badari toksycznodci przewleklej i rakotworczosci przeprowadza si¢ z wykorzystaniem gatunkéw
gryzoni, w zwigzku z czym niniejsza metoda badawcza przewidziana jest do stosowania przede wszystkim
w badaniach z wykorzystaniem takich gatunkéw. W przypadku koniecznoéci przeprowadzenia takich badan
z wykorzystaniem gatunkéw innych niz gryzonie takie mozna zastosowal zasady i procedury okre$lone
w niniejszej metodzie badawczej, przy wprowadzeniu odpowiednich modyfikacji, wraz z zasadami i procedu-
rami okre$lonymi w rozdziale B.27 niniejszego zalgcznika, dotyczacym 90-dniowego badania toksycznosci
pokarmowej wywolanej powtarzanym dawkowaniem z wykorzystaniem gatunkéw innych niz gryzonie (6),
zgodnie z wytycznymi OECD nr 116 dotyczacymi opracowywania i przeprowadzania badan toksycznosci

przewleklej i rakotworczosci (7).

3. Trzy gléwne drogi podania stosowane w badaniach toksycznosci przewleklej/rakotworczosci to droga pokar-
mowa, dermalna i inhalacyjna. Wybér drogi podania zalezy od fizycznych i chemicznych wlasciwosci substancji
badanej oraz gléwnej drogi narazenia ludzi. Dodatkowe informacje na temat wyboru drogi narazenia przed-

stawiono w wytycznych nr 116 (7).

4. W ramach niniejszej metody badawczej kladzie si¢ nacisk na narazenie drogg pokarmowa, ktéra jest droga
najczesciej stosowang w badaniach toksycznosci przewleklej i rakotworczosci. Przeprowadzenie dlugotermino-
wych badaf obejmujacych narazenie droga dermalna lub inhalacyjng moze by¢ réwniez konieczne do oceny
ryzyka dla zdrowia ludzi lub wymagane w ramach pewnych systeméw regulacji, obydwie te drogi narazenia
wymagaja jednak badan znacznie zlozonych technicznie. Takie badania beda musialy zosta¢ opracowane dla
poszczegdlnych przypadkéw, jednak opisana w niniejszym rozdziale metoda badawcza majaca na celu oceng
i oszacowanie toksycznosci przewleklej i rakotworczodci przy pokarmowej drodze podania moze stanowié
podstawe dla protokolu badania z zastosowaniem inhalacyjnej lub dermalnej drogi podania, z zastrzezeniem
zalecenn dotyczacych okreséw poddawania dziataniu substancji, parametréw Klinicznych, parametréw analizy
patologicznej itp. Dostepne s3 wytyczne OECD dotyczace podawania substancji badanych droga inhalacyjng (7)
(8) i droga dermalng (7). Podczas opracowywania badan uwzgledniajacych dluzszy okres narazenia droga
inhalacyjng nalezy w szczegdlnosci wzia¢ pod uwage rozdzial B.8 niniejszego zalgcznika (9) oraz rozdzial
B.29 niniejszego zalacznika (10), a takze wytyczne OECD dotyczace badania ostrej toksycznosci inhalacyjnej (8).
W przypadku badan przeprowadzanych drogg dermalng nalezy uwzgledni¢ rozdzial B.9 niniejszego zalacznika

(11).

5. Laczone badanie toksycznosci przewleklej/rakotworczosci dostarcza informacji na temat potencjalnych zagrozen
dla zdrowia, ktérych pojawienie si¢ jest prawdopodobne w przypadku narazenia powtarzajacego si¢ przez okres
trwajacy nawet przez cala dlugos¢ zycia wykorzystanego w badaniu gatunku. Badanie dostarczy informacji na
temat skutkéw toksycznych substancji badanej, w tym na temat potencjalnej rakotwoérczosci, wskaze organy
docelowe i mozliwo$¢ akumulacji. Badanie moze takze dostarczy¢ szacunkowych informacji na temat poziomu
dawkowania, przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian w kontekscie skutkéw toksycznych oraz,
w przypadku niegenotoksycznych substancji rakotwodrczych, w odniesieniu do reakcji guzéw, ktére to infor-
macje mozna wykorzysta¢ do ustalenia kryteriéw bezpieczenstwa dla narazenia ludzi. Podkresla si¢ réwniez
konieczno$¢ uwaznych obserwacji klinicznych zwierzat, aby uzyska¢ mozliwie jak najwiecej informacji.

6. Cele badan toksycznosci przewleklej/rakotworczosci w ramach niniejszej metody badawczej obejmuja:

— okreSlenie wlasciwosci rakotwoérczych substancji badanej, skutkujgcych zwigkszonym wystepowaniem
nowotworéw, zwigkszonym odsetkiem nowotworéw ztosliwych lub szybszym wystapieniem nowotwordw,

w poréwnaniu z réwnoleglymi grupami kontrolnymi,
— okreslenie czasu, po ktérego uplywie pojawiaja si¢ nowotwory,

— okreslenie toksycznosci przewleklej substancji badanej,
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10.

11.

— okreslenie organu lub organdéw docelowych toksycznosci przewleklej i rakotwérczosci,

— scharakteryzowanie zalezno$ci dawka-odpowiedz,

— okreslenie poziomu dawkowania, przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOAEL) lub punktu
wyjScia dla ustalenia dawki wyznaczajacej (BMD),

— ekstrapolacja skutkéw rakotwérczych do pozioméw narazenia ludzi przy niskich dawkach,

— oszacowanie skutkéw toksycznosci przewleklej do pozioméw narazenia ludzi,

— pozyskanie danych do zbadania hipotez dotyczgcych sposobu dzialania (2) (7) (12) (13) (14) (15).

WSTEPNE ROZWAZANIA

Podczas oceny i oszacowania potencjalnej rakotworczosci i toksycznosci przewleklej substancji badanej labo-
ratorium badawcze powinno rozwazy¢ wszystkie dostgpne informacje na temat substancji badanej przed
rozpoczeciem badania, w celu opracowania takiego projektu badania, ktéry umozliwi zbadanie toksykologicz-
nych wiasciwo$ci w spos6b bardziej efektywny oraz zminimalizuje wykorzystanie zwierzat. Szczeg6lnie istotne
sa informacje na temat sposobu dzialania substangji, co do ktdrej podejrzewa sig, Ze jest substancja rakotwor-
czg, oraz uwzglednienie takiego sposobu dziatania (2) (7) (12) (13) (14) (15), poniewaz optymalny projekt
badania moze rézni¢ si¢ w zaleznosci od tego, czy substancja badana jest znang genotoksyczna substancja
rakotworcza czy tez substancjg, co do ktdrej podejrzewa si¢ dzialanie genotoksyczne i rakotworcze. Dalsze
wytyczne na temat kwestii dotyczacych sposobu dzialania mozna znalezé w wytycznych nr 116 (7).

Informagje, ktére bedg pomocne w opracowywaniu projektu badania obejmujg tozsamos¢, strukture chemiczng
i wlasciwosci fizykochemiczne substancji badanej; wszelkie informacje na temat sposobu dzialania; wyniki
wszelkich badan toksycznosci in vitro lub in vivo, w tym badan genotoksycznosci; spodziewane zastosowania
i potencjalne narazenie ludzi; dostgpne dane dotyczace (Q)SAR, mutagennosci/genotoksycznosci, rakotwor-
czoéci oraz inne dane toksykologiczne dotyczace strukturalnie powigzanych zwigzkow; dostepne dane toksy-
kokinetyczne (jesli dostepne, dane dotyczace kinetyki jednorazowego podania i podania powt6rzonego) oraz
dane pochodzace z innych badai narazenia powtarzanego. Oceng toksycznosci przewleklej/rakotworczosci
nalezy przeprowadzi¢ wylacznie po uzyskaniu wstepnych informacji na temat toksycznosci na podstawie 28-
dniowych lub 90-dniowych badari toksyczno$ci wywolanej powtarzanym dawkowaniem. Uzytecznych infor-
macji mogg dostarczy¢ takze krétkoterminowe badania dotyczace inicjacji i promocji w kontekscie rakotwor-
czoéci. W kontekscie badania rakotworczosci nalezy rozwazy¢ podejscie oparte na etapach, w ramach ogélnej
oceny potencjalnych niepozadanych skutkéw dla zdrowia wywolywanych przez dana substancje badang (16)
(17) (18) (19).

Metody statystyczne najbardziej odpowiednie do analizy wynikéw, przy uwzglednieniu projektu doswiadczenia
i celéw badania, nalezy ustali¢ przed rozpoczeciem badania. Wsréd kwestii, jakie nalezy rozwazy¢, znajduje sig
pytanie, czy dane statystyczne powinny zawieral korekte uwzgledniajaca zwierzgta, ktére przezyly, analize
facznego ryzyka wystapienia guza w odniesieniu do okresu przezycia, analiz¢ tego, jak szybko wystapit guz,
oraz analiz¢ w przypadku przedwczesnego u$miercenia jednej grupy lub wigkszej liczby grup. Wytyczne
dotyczace odpowiednich analiz statystycznych i kluczowych odniesieri do uznanych na $wiecie metod staty-
stycznych zawarto w wytycznych nr 116 (7), a takze wytycznych nr 35 dotyczacych analizy i ewaluacji badan
toksycznosci przewleklej i rakotwoérczosci (20).

Podczas przeprowadzania badania rakotworczosci nalezy w kazdym przypadku kierowaé sie gléwnymi zasa-
dami i rozwazaniami przedstawionymi w wytycznych OECD dotyczacych rozpoznawania, oceny i stosowania
objawéw klinicznych jako humanitarnego punktu koficowego w odniesieniu do zwierzat wykorzystanych
w badaniu oceny bezpieczefistwa (21), a zwlaszcza w wytycznych zawartych w pkt 62 tego dokumentu.
Punkt ten stanowi, ze: »W badaniach z zastosowaniem powtarzanego dawkowania, jesli zwierzg wykazuje objawy
kliniczne, ktdre postepujg, prowadzgc do dalszego pogorszenia jego stanu, nalezy podjgé uzasadniong decyzje na temat
tego, czy w sposéb humanitarny usmierciC takie zwierze. Taka decyzja powinna opieral si¢ na rozwazeniu wartosci
informacji, jakie mozna uzyskac dzigki dalszemu utrzymywaniu takiego zwierzgcia w ramach badania i uwzglednial ogdlny
stan takiego zwierzecia. Jesli zapadnie decyzja o pozostawieniu takiego zwierzecia w badaniu, czestotliwosé obserwacji nalezy
w razie potrzeby zwigkszyé. Mozna takze tymczasowo zaprzestaé dawkowania, jesli nie wplynie to w sposdb niekorzystny na
cel badania, a zmniejszy cierpienie lub stres odczuwany przez zwierzg, lub tez mozna zmniejszy¢é podawang dawke.

Szczegdtowe wytyczne dotyczace zasad doboru dawek w przypadku badaf toksycznosci przewleklej i rakotwor-
czosci, a takze oméwienie takich zasad, mozna znalezé w wytycznych nr 116 (7), oraz w publikacjach Miedzy-
narodowego Instytutu Nauk Biologicznych (ILSI) (22) (23). Gléwna strategia doboru dawek zalezy od gléwnego
celu lub celéw badania (pkt 6). Podczas doboru odpowiednich pozioméw dawek nalezy zachowaé réwnowage
miedzy kontrola zagrozenia a okre§leniem reakcji na niskie dawki i ich istotnoscia. Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku taczonego badania toksycznosci przewleklej i rakotworczosci.
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Nalezy rozwazy¢ przeprowadzenie niniejszego laczonego badania toksyczno$ci przewleklej i rakotwoérczosci
zamiast przeprowadzania osobno badania toksycznosci przewleklej (rozdzial B.30 niniejszego zalacznika)
i badania rakotworczosci (rozdziat B.32 niniejszego zalacznika). W poréwnaniu z przeprowadzaniem dwéch
osobnych badar faczone badanie zapewnia wigksza efektywnos$¢ pod wzgledem czasu i kosztow, a jednocze$nie
nie obniza jakosci danych, czy to na etapie badania toksycznosci przewleklej, czy tez na etapie badania
rakotworczosci. Przy przeprowadzaniu laczonego badania toksycznosci przewleklej i rakotwoérczosci nalezy
jednak zwrdci¢ szczegdlng uwage na zasady doboru dawek (pkt 11 i 22-26), a takze uznaje si¢, Ze w przypadku
pewnych ram regulacyjnych wymagane moze by¢ przeprowadzenie takich badan osobno. Dalsze wytyczne
dotyczgce projektu faczonego badania toksycznosci przewleklej i rakotworczosci umozliwiajacego osiagnigcie
maksymalnej efektywnosci badania pod wzgledem ograniczenia liczby wykorzystanych zwierzat, a takze
poprzez usprawnienie réznych procedur doswiadczalnych, mozna znalezé w wytycznych nr 116 (7).

Definicje stosowane w kontekscie niniejszej metody badawczej mozna znalezé na koncu tego rozdzialu oraz
w wytycznych nr 116 (7).

ZASADA BADANIA

Uklfad badania obejmuje dwa réwnolegle etapy — etap badania toksyczno$ci przewleklej i etap badania rako-
tworczo$ci (w celu uzyskania informacji na temat czasu trwania etapéw zob. odpowiednio pkt 34 i 35).
Substancje badana podaje si¢ zazwyczaj droga pokarmows, cho¢ w niektérych przypadkach wlasciwe moze
by¢ badanie z zastosowaniem drogi inhalacyjnej lub dermalnej. Na etapie badania toksycznosci przewleklej
substancj¢ badang podaje si¢ codziennie w dawkach stopniowanych kilku grupom badanych zwierzat, przy
czym kazda grupa otrzymuje inny poziom dawki, zazwyczaj przez okres 12 miesigcy, choé¢ w zaleznosci od
wymogow regulacyjnych mozna wybra¢ takze dluzszy lub krétszy czas trwania tego etapu badania (zob. pkt
34). Czas trwania wybiera si¢ w taki sposob, by badanie bylo dostatecznie dlugie, aby umozliwi¢ widoczne
pojawienie si¢ wszelkich skumulowanych skutkéw toksycznosci, jednoczesnie unikajac mogacych wprowadzi¢
w blad skutkéw zmian wynikajacych z wieku. Uklad badania moze obejmowal takze u$miercanie w trakcie
trwania do$wiadczenia, np. po uplywie 3 i 6 miesi¢cy, a takze dodatkowe grupy zwierzat w celu umozliwienia
takiego dzialania (zob. pkt 20). Na etapie badania rakotwodrczosci substancje badang podaje si¢ codziennie kilku
grupom badanych zwierzat, przez wigksza cze$¢ dlugosci ich zycia. Podczas obydwu etapéw zwierzeta obser-
wuje si¢ uwaznie w celu wykrycia objawéw toksycznosci i pojawienia si¢ zmian nowotworowych. Zwierzeta,
ktore zging lub zostang u$miercone podczas badania, s3 poddawane sekcji zwlok, a zwierzeta, ktére przezyja,
sa, po zakonczeniu badania, uSmiercane i poddawane sekcji zwlok.

OPIS METODY
Wybér gatunku zwierzat

Niniejsza metoda badawcza obejmuje przede wszystkim oceng i oszacowanie toksycznosci przewleklej i rako-
tworczoéci u gryzoni (pkt 2). Wykorzystanie gatunkéw innych niz gryzonie mozna rozwazyd, jesli dostgpne
dane wskazuja, ze takie gatunki s3 bardziej odpowiednie w kontekscie okreslenia skutkéw dla zdrowia u ludzi.
Wybér gatunku nalezy uzasadni¢. Preferowanym gatunkiem gryzoni jest szczur, mozna jednak wykorzystaé
takze inne gatunki, np. mysz. Cho¢ w przeszlosci wykorzystanie myszy w badaniach rakotwoérczo$ci moglo
ograniczaé uzyteczno$¢ takich badan (24) (25) (26), w ramach niekt6rych obowigzujacych przepiséw nadal
wymaga si¢ badania rakotworczo$ci z wykorzystaniem myszy, o ile nie ustalono, ze takie badanie nie jest
konieczne z naukowego punktu widzenia. Szczury i myszy sa jak dotad preferowanymi modelami dos$wiad-
czalnymi z uwagi na ich wzglednie krétka dlugos¢ zycia, powszechne wykorzystywanie w badaniach farma-
kologicznych i toksykologicznych, podatno§¢ na powstawanie guzéw, a takze dostgpno$¢ dostatecznie scha-
rakteryzowanych szczepéw. Z racji tych cech dostgpne sg znaczne ilosci informacji na temat ich fizjologii
i patologii. Projekt i przeprowadzenie badan toksycznosci przewleklej/rakotworczosci z wykorzystaniem
gatunk6éw innych niz gryzonie, jesli jest to wymagane, powinny opiera¢ si¢ na zasadach okreslonych w niniejszej
metodzie badawczej, a takze na zasadach okreslonych w rozdziale B.27 niniejszego zalacznika, dotyczacym 90-
dniowego badania toksycznosci pokarmowej wywolanej powtarzanym dawkowaniem z wykorzystaniem
gatunk6éw innych niz gryzonie (6). Dodatkowe informacje dotyczace wyboru gatunku i szczepu przedstawiono
w wytycznych nr 116 (7).

Zaleca si¢ wykorzystanie zdrowych, mlodych, dorostych zwierzat pochodzacych ze szczepéw powszechnie
wykorzystywanych w laboratoriach. Badanie toksycznosci przewleklej/rakotwoérczosci nalezy przeprowadzi¢
z wykorzystaniem zwierzat z tego samego szczepu i Zrodla, z ktérego pochodzily zwierzeta wykorzystane
we wstepnym badaniu lub wstepnych badaniach toksycznosci o krétszym czasie trwania, niemniej jednak, jesli
wiadomo, ze w przypadku zwierzat z danego szczepu i Zrddla pojawiaja si¢ problemy z osiggnigciem
powszechnie przyjetego kryterium przezycia w badaniach dlugoterminowych [zob. wytyczne nr 116 (7)], nalezy
rozwazy¢ wykorzystanie szczepu zwierzat, ktory charakteryzuje si¢ akceptowalnym wskaznikiem przezycia
w przypadku badan dlugoterminowych. Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w ciazy.

Warunki przetrzymywania i karmienia

Zwierzeta mozna przetrzymywal pojedynczo lub tez w klatkach w matych grupach skladajacych si¢ z osob-
nik6éw tej samej plci; przetrzymywanie zwierzat pojedynczo nalezy rozwazy¢, wylacznie jesli jest to uzasadnione
z naukowego punktu widzenia (27) (28) (29). Klatki nalezy rozmiesci¢ w taki sposob, aby zminimalizowaé
potencjalny wplyw ich ukladu. Temperatura w pomieszczeniach badawczych, w ktérych przetrzymuje sig
zwierzgta, powinna wynosi¢ 22 °C (£ 3 °C). Chociaz wilgotno§¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej
30 % i pozadane jest, by poza czasem czyszczenia pomieszczenia nie przekraczala 70 %, nalezy dazy¢ do
utrzymania jej na poziomie 50-60 %. Os$wietlenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 godzin $wiatla, 12 godzin
ciemnosci. Do karmienia mozna stosowal konwencjonalne pasze laboratoryjne z nieograniczonym dostgpem
do wody pitnej. Pasza powinna spelniaé wszystkie wymogi zwigzane z odzywianiem badanych gatunkéw,
a obecna w niej zawarto§¢ pokarmowych substancji zanieczyszczajacych, w tym miedzy innymi pozostatosci
pestycydow, trwalych zanieczyszczen organicznych, fitoestrogendw, metali cigzkich i mikotoksyn, ktére moga
wplyng¢ na wynik badania, powinna by¢ mozliwie jak najnizsza. Okresowo nalezy generowaé informacje
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analityczne na temat pozioméw skladnikéw odzywezych i pokarmowych substancji zanieczyszczajacych, a przy-
najmniej na poczatku badania oraz w przypadku zmiany stosowanej partii. Takie informacje nalezy uwzgledni¢
w sprawozdaniu koncowym. Informacje analityczne na temat wody pitnej stosowanej w badaniu nalezy przed-
stawi¢ w podobny sposob. Na wybor pokarmu moze mie¢ wplyw potrzeba zapewnienia odpowiedniej miesza-
niny substancji badanej, a takze potrzeba spelnienia wymogéw zwigzanych z odzywianiem zwierzat, jesli
substancje badang podaje si¢ wraz z pokarmem.

Przygotowanie zwierzat

Nalezy wykorzystal zdrowe zwierzgta aklimatyzowane do warunkow laboratoryjnych przez okres co najmniej 7 dni oraz
niepoddawane wezesniej procedurom badawczym. W przypadku gryzoni dawkowanie substancji zwierzgtom nalezy
rozpoczgé mozliwie jak najszybciej po odsadzeniu i aklimatyzacji oraz najlepiej, zanim zwierzgta osiagng wick 8 tygodni.
Badane zwierzgta nalezy scharakteryzowaé ze wzgledu na ich gatunek, szczep, Zrédlo, ple¢, wage i wiek. W chwili
rozpoczgcia badania odchylenia masy dla obu plci wykorzystanych zwierzat powinny by¢ minimalne i nie przekraczaé
+ 20 % $redniej masy wszystkich zwierzat wykorzystanych w ramach badania, osobno dla kazdej plei. Nalezy losowo
przydzieli¢ zwierzeta do grup kontrolnych i grup poddawanych dzialaniu substancji badanej. Po randomizacji migdzy
grupami nie powinno by¢ znaczgcych réznic w Sredniej wadze osobnikéw, w odniesieniu do obu plei. Jesli odnotowano
statystycznie istotne roznice, randomizacj¢ nalezy powtérzyd, jesli jest to mozliwe. Kazdemu zwierzeciu nalezy przydzielié
niepowtarzalny numer identyfikacyjny i w sposéb staly oznaczy¢ je tym numerem poprzez jego wytatuowanie, wszcze-
pienie implantu z chipem lub za pomocg innej odpowiedniej metody.

PROCEDURA
Liczba i ple¢ zwierzat

Nalezy wykorzystaé zwierzgta obu plci. Nalezy wykorzystaé wystarczajaca liczbe zwierzat, aby umozliwi¢ szczeg6lowe
szacunki z punktu widzenia biologicznego i statystycznego. W zwiazku z powyzszym w przypadku gryzoni kazda grupa
otrzymujaca dawki (jak okreslono to w pkt 22) oraz rownolegla grupa kontrolna przeznaczone do etapu badania
rakotworczosci powinny liczy¢ co najmniej 50 zwierzat kazdej plci. W zaleznosci od celu badania mozna zwigkszy¢
moc statystyczng kluczowych szacunkéw poprzez zréznicowane przydzielenie zwierzat nierdwnomiernie do grup otrzy-
mujacych rézne dawki, przy czym w grupach otrzymujacych niskie dawki powinno by¢ wiecej niz 50 zwierzat; np. w celu
oszacowania rakotworczodci przy niskich dawkach. Nalezy jednak pamigtaé, ze umiarkowane zwigkszenie liczebnosci
grupy oznacza wzglednie niewielkie zwigkszenie mocy statystycznej badania. W przypadku gryzoni kazda grupa otrzy-
mujgca dawki (jak okreslono to w pkt 22) oraz réwnolegla grupa kontrolna przeznaczone do etapu badania toksycznosci
przewleklej powinny liczy¢ co najmniej 10 zwierzat kazdej plci. Nalezy zauwazy¢, ze liczba ta jest nizsza niz liczba
okreslona dla badania toksycznodci przewleklej (rozdzial B.30 niniejszego zalacznika). Przy interpretacji danych pocho-
dzacych od zmniejszonej liczby zwierzat w grupie na etapie badania toksycznosci przewleklej w ramach takiego faczonego
badania mozna jednak postuzy¢ si¢ danymi pochodzacymi od wigkszej liczby zwierzat przewidzianych w ramach etapu
badania rakotworczosci. W przypadku badan z wykorzystaniem myszy na etapie badania toksycznosci przewleklej moze
zaistnie¢ konieczno§¢ dodania zwierzat do kazdej z grup otrzymujacych dawki, w celu przeprowadzenia wszystkich
wymaganych oznaczenn hematologicznych. Wigcej informacji na temat projektu badania pod wzgledem statystycznym
oraz doboru pozioméw dawek w celu zmaksymalizowania mocy statystycznej zawarto w wytycznych nr 116 (7).

Ustalenia dotyczjce uSmiercania w trakcie trwania do§wiadczenia oraz grup satelitarnych (wskazniko-
wych)

W ramach badania mozna zalozy¢ u$miercanie zwierzat w trakcie trwania do$wiadczenia, np. po uplywie 6 miesiecy
w przypadku etapu badania toksycznosci przewleklej, w celu uzyskania informacji na temat progresji zmian innych niz
nowotworowe oraz informacji dotyczacych mechanizmu dziatania, jesli jest to uzasadnione z naukowego punktu widze-
nia. Jesli takie informacje sa juz dostepne dzigki poprzednim badaniom toksycznosci wywolanej powtarzanym dawkowa-
niem substancji badanej, u§miercanie w trakcie trwania do$wiadczenia moze nie by¢ uzasadnione z naukowego punktu
widzenia. Zwierzeta wykorzystane na etapie badania toksycznosci przewleklej, ktory trwa zazwyczaj 12 miesiecy (pkt 34),
dostarczajg danych dotyczacych u$miercania w trakcie trwania do$wiadczenia przydatnych w kontekscie etapu badania
rakotwdrezosci, dzigki czemu ogranicza si¢ catkowit liczbe wykorzystanych zwierzat. Na etapie badania toksycznosci
przewleklej mozna uwzgledni¢ takze grupy satelitarne, w celu monitorowania odwracalnosci zmian toksykologicznych
wywolanych substancjg badana. Wprowadzenie takich grup mozna ograniczy¢ do najwyzszego poziomu dawki stosowa-
nego w badaniu oraz grupy kontrolnej. W celu monitorowania w trakcie badania, w razie koniecznoci, statusu choroby,
mozna uwzgledni¢ dodatkowq grupe zwierzgt wskaznikowych (zazwyczaj 5 zwierzgt kazdej plei) (30). Dalsze wytyczne
dotyczace projektu badania uwzgledniajacego u$miercanie w trakcie trwania doswiadczenia, zwierzeta satelitarne i wskaz-
nikowe w celu zminimalizowania calkowitej liczby wykorzystanych zwierzat przedstawiono w wytycznych nr 116 (7).

Jesli projekt badania przewiduje wykorzystanie zwierzat satelitarnych lub u$miercanie w trakcie trwania do§wiadczenia,
liczba zwierzat w kazdej grupie otrzymujgcej dawki przewidziana w tym celu bedzie wynosi¢ zazwyczaj 10 zwierzat
kazdej plci, za$ calkowitg liczbe zwierzat przewidzianych w ukladzie badania nalezy zwigkszy¢ o liczbe zwierzat przezna-
czonych do u$miercenia przed zakofczeniem badania. Zwierzgta przewidziane do u$miercenia w trakcie trwania do$wiad-
czenia lub zwierzgta satelitarne zazwyczaj poddaje si¢ takim samym obserwacjom, w tym obserwacjom dotyczgcym masy
ciala, spozycia pokarmu/wody, pomiarom hematologicznym i pod kgtem biochemii klinicznej oraz pod katem patologii,
co zwierzeta wykorzystane w ramach gléwnego badania na etapie badania toksycznosci przewleklej, cho¢ mozna zalozy¢
(w przypadku grup przewidzianych do u$miercenia w trakcie trwania do$wiadczenia) ograniczenie takich pomiaréw do
konkretnych kluczowych dzialan, takich jak badanie neurotoksycznosci lub immunotoksycznosci.

Grupy otrzymujace dawki oraz dawkowanie

Wytyczne dotyczace wszystkich aspektéw doboru dawek oraz zrdznicowania poziomu dawek zawarto
w wytycznych nr 116 (7). Nalezy zastosowal co najmniej trzy poziomy dawek oraz ustanowi¢ réwnolegly
grupe kontrolng, zaréwno dla etapu badania toksycznosci przewleklej, jak i dla etapu badania rakotwoérczosci.
Poziomy dawek beda zazwyczaj oparte na wynikach krétkoterminowych badan z powtarzanym dawkowaniem
lub badan ustalajacych zakres dawkowania oraz nalezy uwzgledni¢ w tym kontek$cie wszelkie istniejace dane
toksykologiczne i toksykokinetyczne dostgpne w odniesieniu do substancji badanej lub substancji powiazanych.
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W przypadku etapu badania toksycznosci przewleklej pelne badanie z zastosowaniem trzech pozioméw dawek
moze zosta¢ uznane za zbedne, jesli mozliwe jest zalozenie, ze badanie z zastosowaniem jednego poziomu
dawki, réwnego co najmniej 1 000 mg/kg masy ciala dziennie, nie spowoduje szkodliwych skutkéw. Takie
zalozenie powinno opieraé si¢ na informacjach pochodzacych z badan wstgpnych oraz okresleniu, ze na
podstawie danych dotyczacych innych strukturalnie powiazanych zwigzkéw nie przewiduje si¢ toksycznosci.
Mozna zastosowa¢ limit 1 000 mg/kg masy ciala dziennie, z wyjatkiem sytuacji, gdy narazenie ludzi wskazuje
potrzebe zastosowania wyzszego poziomu dawki.

O ile nie ogranicza tego fizykochemiczny charakter biologicznych skutkéw dzialania substancji badanej, nalezy
wybraé najwyzszy poziom dawki w celu okreslenia gléwnych organéw docelowych oraz skutkéw toksycznych,
jednocze$nie unikajac cierpienia, toksycznosci ostrej, chorobowosci lub $mierci. Nalezy wybraé najwyzszy
poziom dawki w celu uzyskania dowodéw na toksycznos¢, potwierdzonych, na przyklad, wolniejszym przy-
bieraniem na wadze (o okolo 10 %). W zaleznosci od celéw badania (zob. pkt 6) mozna jednak wybra¢ gérna
dawke nizszg od dawki potwierdzajacej toksyczno$¢, np. jesli dawka powoduje niekorzystny skutek istotny dla
badania, ktéry ma jednak niewielki wplyw na dlugo$¢ zycia czy mase ciala.

Poziomy dawek i zréznicowanie ich pozioméw mozna dobraé tak, by okresli¢ odpowiedZ zalezng od dawki
oraz, w zalezno$ci od sposobu dzialania substancji badanej, NOAEL lub inny pozadany wynik badania, np.
BMD (zob. pkt 27). Przy stosowaniu nizszych dawek nalezy rozwazy¢ takie czynniki, jak spodziewane nachy-
lenie krzywej dawka-odpowiedz, dawki, przy ktérych moga pojawi¢ si¢ istotne zmiany w metabolizmie, lub
charakter dzialania toksycznego, przy ktérym oczekuje si¢ warto$ci granicznej lub punktu wyjscia dla ekstra-
polacji dla niskiej dawki. Przy przeprowadzaniu laczonego badania rakotworczosciftoksycznosci przewleklej
glownym celem bedzie uzyskanie informacji koniecznych do oceny ryzyka wystapienia rakotworczosci, zas
informacje dotyczace toksycznosci przewleklej beda zazwyczaj stanowi¢ cel drugorzedny. Nalezy o tym
pamietaé przy doborze pozioméw dawek oraz zréznicowania pozioméw dawek na potrzeby badania.

Wybrane zréznicowanie pozioméw dawki bedzie zaleze¢ od celéw badania i wlasciwosci substancji badanej
i nie moze zosta¢ z gory szczeg6lowo okreslone w niniejszej metodzie badawczej, jednak zastosowanie dwoch
do czterech odstepéw pomiedzy kolejnym dawkowaniem czgsto zapewnia dobre wyniki badania dla ustalenia
malejacych pozioméw dawki, a dodanie czwartej grupy badanej jest czesto rozwigzaniem preferowanym
w poréwnaniu ze stosowaniem bardzo duzych interwaléw miedzy dawkowaniem (np. wspélezynnik wigkszy
niz 6-10). Zasadniczo nalezy unikaé stosowania wspolczynnikéw wiekszych niz 10, a w przypadku ich
zastosowania nalezy je uzasadnic.

Jak oméwiono to w wytycznych OECD nr 116 (7), kwestie, jakie nalezy rozwazy¢ przy doborze dawki,
obejmuja:

— znane lub podejrzewane nieliniowosci lub punkty przegiecia krzywej dawka-odpowiedz,

— toksykokinetyke oraz zakresy dawkowania, przy ktorych wystepuje lub nie wystepuje indukcja metabo-
liczna, nasycenie lub tez nieliniowo§¢ migdzy zewngtrznymi a wewngtrznymi dawkami,

— zmiany prekursorowe, markery skutku, lub wskazniki dzialania kluczowych podstawowych proceséw biolo-
gicznych,

— kluczowe (lub podejrzewane) aspekty sposobu dzialania, takie jak dawki, przy ktérych zaczyna pojawiaé sie
cytotoksycznosé, zaklocone zostajg poziomy hormondw, przestaja dziala¢ mechanizmy homeostatyczne

itp.,

— regiony krzywej dawka-odpowiedZ, gdzie konieczne sg szczegdlnie solidne szacunki, np. w zakresie spodzie-
wanej BMD lub podejrzewanej wartosci granicznej,

— spodziewane poziomy narazenia ludzi, zwlaszcza przy doborze dawek $rednich i niskich.

Grupa kontrolna powinna by¢ grupa niepoddawang dzialaniu substancji badanej lub grupg kontrolng nosnika,
jesli do podawania substancji badanej zastosowano no$nik. Z wyjatkiem poddawania dzialaniu substancji
badanej, zwierzeta z grupy kontrolnej nalezy traktowal w sposéb identyczny ze sposobem traktowania osob-
nikéw z grup badanych. Jedli zastosowano nosnik, grupa kontrolna otrzymuje no$nik w najwyzszej objetosci
stosowanej wérdd grup otrzymujgcych dawki. JeSli substancje badana podaje si¢ wraz z pokarmem i jesli
powoduje ona znacznie zmniejszone pobranie pokarmu z powodu jego obnizonych warto$ci smakowych,
pomocna moze by¢ dodatkowa grupa kontrolna zwierzat otrzymujacych pokarm w iloici spozywanej przez
zwierzgta z grupy badanej (pair-fed), ktéra zapewni odpowiedniejsza kontrole.

Przygotowanie dawek i podanie substancji badanej

Substancj¢ badang zazwyczaj podaje si¢ droga pokarmowa, wraz z pokarmem lub woda pitna, lub tez za
pomoca sondy. Dodatkowe informacje na temat drég i metod podania przedstawiono w wytycznych nr 116
(7). Droga i metoda podania zalezg od celu badania, fizykochemicznych wlasciwosci substancji badanej, jej
biodostgpnosci oraz gléwnej drogi i metody narazenia ludzi. Nalezy przedstawi¢ uzasadnienie wybranej drogi
i metody podania. W trosce o dobrostan zwierzat nalezy w normalnych warunkach wybra¢ sond¢ zotadkowa
wylacznie dla tych substancji, dla ktérych taka droga i metoda podania w spos6b uzasadniony odzwierciedlaja
potencjalne narazenie ludzi (np. produkty farmaceutyczne). Substancje wystgpujace w pokarmie lub $rodowisku
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naturalnym, w tym pestycydy, podaje si¢ zazwyczaj wraz z pokarmem lub woda pitng. W przypadku jednak
niektdorych scenariuszy, np. narazenia zawodowego, podawanie substancji za pomoca innych drég moze by¢
bardziej wlasciwe.

W razie potrzeby substancj¢ badana rozpuszcza si¢ lub sporzadza si¢ jej zawiesing w odpowiednim no$niku.
W stosownych przypadkach nalezy wzig¢ pod uwage nastgpujace cechy nosnika i innych dodatkéw: wplyw na
wchlanianie, dystrybucje, metabolizm oraz zatrzymywanie substancji badanej; wplyw na chemiczne wiasnosci
substancji badanej, ktére moga zmieni¢ jej charakterystyke toksyczng; oraz wplyw na spozycie pokarmu lub
wody, lub tez na stan odzywienia zwierzat. Zaleca si¢, w miar¢ mozliwosci, najpierw rozwazy¢ zastosowanie
roztworu wodnego/zawiesiny, nastgpnie roztworu/emulsji w oleju (np. z zastosowaniem oleju kukurydzianego),
a potem mozliwego roztworu w innych no$nikach. W przypadku no$nikéw innych niz woda charakterystyka
toksyczna no$nika powinna by¢ znana. Dostgpne powinny by¢ takze informacje na temat stabilnosci substancji
badanej oraz jednorodnosci roztwordéw dawek lub pokarmu z dawkami (w zaleznosci od sytuacji) w warunkach
podawania (np. pokarm).

W przypadku substancji podawanych w pokarmie lub wodzie pitnej wazne jest dopilnowanie, by takie ilo$ci
substancji badanej nie zaktécaly prawidtowej réwnowagi odzywiania lub spozycia wody. W przypadku dlugo-
terminowych badan toksyczno$ci z zastosowaniem podawania dawek wraz z pokarmem stgZenie substancji
badanej w paszy nie powinno w normalnych warunkach przekracza¢ gérnego limitu 5 % calego pokarmu, aby
unikng¢ zakidcenia réwnowagi odzywiania. Przy podawaniu substancji badanej wraz z pokarmem mozna
zastosowac stale stezenie w pokarmie (mg/kg pokarmu lub ppm) lub tez staly poziom dawki w odniesieniu
do masy ciala zwierzecia (mg/kg masy ciala), obliczany cotygodniowo. Nalezy okreslié, ktére rozwiazanie
Zastosowano.

Przy podawaniu substancji droga pokarmowg zwierzetom podaje si¢ dawki substancji badanej codziennie
(siedem dni w tygodniu), przez okres 12 miesiecy (etap badania toksycznosci przewleklej) lub 24 miesiecy
(etap badania rakotworczosci), zob. takze pkt 33 i 34. Zastosowanie innego systemu dawkowania, np. przez
pie¢ dni w tygodniu, nalezy uzasadni. Przy podawaniu substancji droga dermalng zwierzgta zazwyczaj poddaje
si¢ dzialaniu substancji badanej przez co najmniej 6 godzin dziennie, 7 dni w tygodniu, zgodnie z rozdzialem
B.9 niniejszego zalgcznika (11), przez okres 12 miesiecy (etap badania toksycznosci przewleklej) lub 24
miesigcy (etap badania rakotworczoéci). Narazenie droga inhalacyjng stosuje si¢ przez 6 godzin dziennie, 7
dni w tygodniu, ale mozliwe jest zastosowanie narazenia takze przez 5 dni w tygodniu, jesli zostanie to
uzasadnione. Okres narazenia zazwyczaj wynosi 12 miesiecy (etap badania toksycznosci przewleklej) lub 24
miesigce (etap badania rakotworczosci). Jesli gatunki gryzoni inne niz szczury poddaje si¢ narazeniu wylacznie
poprzez nos, maksymalne okresy narazenia mozna dostosowa¢ tak, by zminimalizowa¢ charakterystyczny dla
danego gatunku stres. W przypadku stosowania okresu narazenia krétszego niz 6 godzin dziennie nalezy
przedstawi¢ stosowne uzasadnienie. Zob. réwniez rozdzial B.8 niniejszego zalacznika (9).

33. Jesli substancj¢ badang podaje si¢ zwierz¢tom za pomocg sondy, nalezy dokonywaé tego z uzyciem sondy

34.

35.

zolagdkowej lub odpowiedniej kaniuli intubacyjnej, kazdego dnia o podobnych porach. Zazwyczaj podaje sig
pojedyncza dawke raz dziennie, jedli jednak substancja jest, na przyklad, substancja wykazujaca miejscowe
dzialanie draznigce, mozliwe jest zachowanie dziennej mocy dawki poprzez podawanie jej jako dawki dzielonej
(dwa razy dziennie). Maksymalna objetos$¢ cieczy, jaka mozna podaé jednorazowo, zalezy od wielkosci bada-
nego zwierzecia. Objeto$¢ taka powinna by¢ mozliwie jak najnizsza i nie powinna w normalnych warunkach
przekracza¢ 1 ml/100 g masy ciata w przypadku gryzoni (31). Zmienno$¢ stosowanej objetosci nalezy zmini-
malizowaé poprzez dostosowanie stezenia, aby zapewni¢ stala objeto$¢ przy wszystkich poziomach dawek.
Wyjatkiem sa substancje potencjalnie zrace lub wykazujace dzialanie draznigce, ktére nalezy rozcieficzy¢ w celu
uniknigcia miejscowych ostrych skutkow. Nalezy unika¢ badania z uzyciem stezefi, ktére moga by¢ zrace lub
wykazywa¢ dzialanie draznigce dla przewodu pokarmowego.

Czas trwania badania

Okres dawkowania i czas trwania etapu badania toksycznosci przewleklej w ramach badania laczonego
wynoszg zazwyczaj 12 miesiecy, cho¢ w ramach projektu badania mozna zaplanowad i zastosowaé krotszy
(wynoszacy np. 6 lub 9 miesiecy) lub dluzszy (wynoszacy np. 18 lub 24 miesigce) czas trwania badania,
w zalezno$ci od wymogéw poszczegdlnych systeméw regulacyjnych lub w przypadku specyficznych celéw
zwigzanych z mechanizmami. Odstgpstwa od 12-miesigcznego czasu trwania narazenia nalezy uzasadni,
zwlaszcza w przypadku krétszych okreséw. Badanie na wszystkich grupach otrzymujacych dawki przydzielo-
nych do tego etapu zostanie zakoficzone w wyznaczonym czasie w celu oceny toksycznosci przewleklej oraz
zmian patologicznych innych niz nowotworowe. Grupy satelitarne wprowadzone w celu monitorowania odwra-
calnoéci zmian toksykologicznych wywolanych przez substancje badang nalezy utrzymaé bez dawkowania
przez okres nie krotszy niz 4 tygodnie oraz nie dluzszy niz jedna trzecia calego okresu trwania badania po
ustaniu narazenia.

W przypadku gryzoni czas trwania etapu badania rakotworczodci w ramach badania laczonego bedzie zazwy-
czaj wynosit 24 miesiace, co stanowi wigksza czg$¢ standardowej diugosci zycia zwierzat, ktére maja zostaé
wykorzystane w takim badaniu. Mozna ustali¢ dluzszy lub krotszy czas trwania badania w zaleznosci od
dlugosci zycia szczepu gatunku zwierzat wykorzystanego w badaniu, takg decyzje nalezy jednak uzasadnic.
W przypadku pewnych szczepéw myszy, np. szczepéw AKR[], C3H/] lub C57BL[6], wlasciwszy moze by¢ czas
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trwania badania wynoszacy 18 miesigcy. Ponizej znajduja si¢ pewne wytyczne dotyczace czasu trwania badania,
zakonczenia badania oraz przezycia; dalsze wytyczne, w tym rozwazenia dotyczace dopuszczalnosci rakotwor-
czo$ci ujemnie zwigzanej z przezyciem, przedstawiono w wytycznych nr 116 (7):

— zakoniczenie badania nalezy rozwazy¢, jesli liczba osobnikéw, ktére pozostaly przy zyciu w grupach otrzy-
mujacych nizsze dawki lub grupie kontrolnej, spadnie ponizej 25 %,

— jesli wylacznie osobniki z grupy otrzymujacej wysokie dawki padng przedwczesnie z powodu toksycznosci,
nie powinno to powodowaé zakonczenia badania,

— przezycie osobnikéw obu plci nalezy rozwazy¢ osobno,

— nie nalezy przedtuzaé badania, jesli dane dostgpne dzigki badaniu staly si¢ niewystarczajace, aby umozliwi¢
oszacowanie wiarygodne pod wzgledem statystycznym.

OBSERWACJE (ETAP BADANIA TOKSYCZNOSCI PRZEWLEKLE))

Wszystkie zwierzeta nalezy sprawdzi¢ pod katem chorobowosci i upadkowosci, zazwyczaj na poczatku i pod
koniec kazdego dnia, wlacznie z weekendami i dniami wolnymi od pracy. Ogdlnych obserwacji klinicznych
nalezy dokonywa¢ co najmniej raz dziennie, najlepiej o tej samej porze lub porach kazdego dnia, uwzgledniajac
szczytowy okres przewidywanych skutkéw po podaniu dawki w przypadku podawania substancji badanej za
pomoca sondy.

Przynajmniej raz przed pierwszym narazeniem nalezy dokonaé szczegdlowej obserwagji klinicznej wszystkich
zwierzat (w celu umozliwienia poréwnan dotyczacych tych samych osobnikéw), a takze pod koniec pierwszego
tygodnia badania, a po tym okresie — co miesigc. Protokdt dotyczacy obserwacji nalezy opracowacé tak, by
zminimalizowa¢ odchylenia migdzy poszczegdlnymi obserwatorami i by byly one niezalezne od badanej grupy.
Obserwacji nalezy dokonywac poza klatkg zwierzecia, najlepiej w warunkach standardowych i za kazdym razem
o podobnych porach. Obserwacje nalezy starannie odnotowal, najlepiej za pomocg systeméw punktacji
wyraznie okrelonych przez laboratorium badawcze. Nalezy dolozy¢ staran w celu dopilnowania, aby odchy-
lenia w warunkach obserwacji byly minimalne. Odnotowane objawy powinny obejmowaé, miedzy innymi,
zmiany w skorze, sierSci, oczach, blonach §luzowych, wystapienie wydzielin i wydalin oraz aktywnos¢ auto-
nomicznego ukladu nerwowego (np. tzawienie, piloerekcje, rozmiar Zrenicy, niestandardowe zmiany w sposobie
oddychania). Nalezy odnotowa¢ takze zmiany w sposobie chodzenia, postawie i reakcji na dotyk, jak réwniez
obecno§¢ ruchéw klonicznych lub tonicznych, zachowan stereotypowych (np. nadmierne czyszczenie sie,
powtarzajace si¢ krazenie w kotko) oraz dziwne zachowania (np. samookaleczanie si¢, chodzenie do tytu) (32).

Badanie oftalmologiczne, za pomocg oftalmoskopu lub innego odpowiedniego sprzetu, nalezy przeprowadzié
u wszystkich zwierzat przed pierwszym podaniem substancji badanej. Badanie to nalezy przeprowadzi¢ takze
wraz z zakorniczeniem badania, najlepiej u wszystkich zwierzgt, a co najmniej w grupach otrzymujgcych wysokie
dawki i w grupach kontrolnych. W przypadku wykrycia zmian w oczach zwigzanych z poddawaniem zwierzat
dzialaniu substancji badanej nalezy przebadal wszystkie zwierzeta. Jesli wyniki analizy strukturalnej lub inne
informacje wskazuja na toksycznos§¢ dla oczu, nalezy zwigkszy¢ czestotliwo$¢ badania oczu.

W przypadku substancji chemicznych, dla ktérych poprzednie 28-dniowe lub 90-dniowe badania toksycznosci
wywolanej powtarzanym dawkowaniem wykazaly prawdopodobienstwo wywolywania dzialania neurotoksycz-
nego i reaktywno$¢ na réznego typu bodZce (32) (np. bodzce stuchowe, wizualne i proprioceptywne) (33) (34)
(35), przed rozpoczeciem badania oraz co 3 miesigce po rozpoczeciu badania przez okres do 12 miesiecy,
a takze wraz z zakonczeniem badania (jesli jego czas trwania jest dtuzszy niz 12 miesi¢cy) mozna przeprowa-
dzi¢ oceng sily uchwytu (36) oraz oceng aktywnosci motorycznej (37). Dalsze szczegétowe informacje na temat
procedur, jakie mozna zastosowa¢, podano w odpowiednich odniesieniach. Mozna jednak takze zastosowac
réwniez procedury inne niz te podane w odniesieniach.

W przypadku substancji chemicznych, dla ktérych poprzednie 28-dniowe lub 90-dniowe badania toksycznosci
wywolanej powtarzanym dawkowaniem wykazaly prawdopodobienstwo wywolywania dzialania immunoto-
ksycznego, dalsze badania tego parametru docelowego mozna przeprowadzi¢ wraz z zakoficzeniem badania.

Masa ciata, spozycie pokarmu/wody i wydajnos¢ pokarmu

Wszystkie zwierzeta nalezy zwazy¢ na poczatku rozpoczecia poddawania ich dzialaniu substancji badanej,
a takze co najmniej raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesiacu.
Pomiaréw spozycia pokarmu i wydajno$ci pokarmu nalezy dokonywal co najmniej raz w tygodniu przez
pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu. Spozycie wody nalezy mierzy¢ co
najmniej raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu, jesli
substancj¢ badang podaje si¢ wraz z woda pitna. Pomiary spozycia wody nalezy rozwazy¢ takze w przypadku
badan, w ktérych zaszly zmiany zwigzane ze spozyciem wody.
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Hematologia i biochemia kliniczna

42. W przypadku badan z wykorzystaniem gryzoni badania hematologiczne nalezy przeprowadzaé u wszystkich
badanych zwierzat (10 samcéw i 10 samic w kazdej grupie) po uplywie 3, 6 i 12 miesi¢cy, a takze wraz
z zakoficzeniem badania (jesli jego czas trwania jest dluzszy niz 12 miesigcy). W przypadku wykorzystania
w badaniu myszy konieczne moze by¢ uwzglednienie zwierzat satelitarnych w celu przeprowadzenia wszystkich
wymaganych oznaczenn hematologicznych (zob. pkt 19). W badaniach z wykorzystaniem gatunkéw innych niz
gryzonie prébki nalezy pobiera¢ od mniejszej liczby zwierzat (np. od 4 zwierzat dla kazdej plci i grupy
w badaniach z wykorzystaniem psow), w trakcie badania oraz wraz z jego zakoriczeniem, tak jak zostalo to
opisane w przypadku badan z wykorzystaniem gryzoni. Nie ma koniecznosci przeprowadzania pomiaréw po
uplywie 3 miesiecy, zaréwno w przypadku gryzoni, jak i gatunkéw innych niz gryzonie, je$li w poprzednim
90-dniowym badaniu przeprowadzonym przy poréwnywalnych poziomach dawek nie odnotowano zmian
parametréw hematologicznych. Probki krwi nalezy pobra¢ z okre$lonego miejsca, na przyktad poprzez naklucie
serca lub z zatoki oczodolowej tylnej, w znieczuleniu.

43. Nalezy zbada¢ parametry z nastgpujacej listy (38): catkowitg i réznicows liczbe leukocytow, liczbe erytrocytow, liczbe
plytek krwi, stezenie hemoglobiny, hematokryt (HCT), $rednig objetos¢ erytrocytéw (MCV), Srednig mase hemoglobiny
w erytrocycie (MCH), $rednie stezenie hemoglobiny w erytrocytach (MCHC), czas protrombinowy oraz czas cz¢Sciowej
tromboplastyny po aktywacji. Inne parametry hematologiczne, takie jak ciatka Heinza lub inne nietypowe parametry
morfologii erytrocytéw lub methemoglobiny, moga zosta¢ zmierzone w stosownych przypadkach, w zaleznosci od
toksycznosci substancji badanej. Zasadniczo nalezy przyja¢ elastyczne podejscie, dostosowane do obserwowanych lub
spodziewanych skutkow dzialania danej substancji badanej. Jesli substancja badana ma wplyw na uklad krwiotwérczy,
mozna réwniez przeprowadzi¢ badanie liczby retikulocytéw i cytologie szpiku kostnego, choé takie badania nie musza
by¢ przeprowadzane w ramach badan rutynowych.

44. Oznaczenia parametréw biochemii klinicznej w celu zbadania gtéwnych skutkow toksycznych w tkankach, a w szcze-
g6lnosci skutkéw dla nerek i watroby, nalezy wykona¢ na prébkach krwi pobranych od kazdego zwierzgcia (10 sameow
i 10 samic z kazdej grupy) w takich samych odstgpach czasowych jak w przypadku badai hematologicznych. W przy-
padku wykorzystania w badaniu myszy konieczne moze by¢ wprowadzenie zwierzat satelitarnych w celu przeprowa-
dzenia wszystkich wymaganych oznaczefi parametréw biochemii klinicznej. W badaniach z wykorzystaniem gatunkéw
innych niz gryzonie prébki nalezy pobieraé od mniejszej liczby zwierzat (np. od 4 zwierzat dla kazdej plci i grupy
w badaniach z wykorzystaniem psow), w trakcie badania oraz wraz z jego zakoficzeniem, tak jak zostalo to opisane
w przypadku badan z wykorzystaniem gryzoni. Nie ma koniecznosci przeprowadzania pomiaréw po uplywie 3
miesigcy, zaréwno w przypadku gryzoni, jak i gatunkéw innych niz gryzonie, jesli w poprzednim 90-dniowym badaniu
przeprowadzonym przy poréwnywalnych poziomach dawek nie odnotowano zmian parametréw biochemii Klinicznej.
Zalecane jest wstrzymanie podawania zwierzetom pokarmu (z wyjatkiem myszy) przez noc poprzedzajaca pobranie
krwi (). Nalezy zbada¢ parametry z nastepujacej listy (38): glukoza, mocznik (azot mocznikowy), kreatynina, biatko
catkowite, albumina, wapsi, s6d, potas, cholesterol catkowity, co najmniej dwa odpowiednie badania w celu oceny
komoérek watroby (aminotransferaza alaninowa, aminotransferaza asparaginianowa, dehydrogenaza glutaminianowa,
catkowite kwasy zolciowe) (39), oraz co najmniej dwa odpowiednie badania w celu oceny watroby i drég Zélciowych
(fosfataza alkaliczna, gamma-glutamylotranspeptydaza, 5-nukleotydaza, bilirubina catkowita, calkowite kwasy zélciowe)
(39). Inne parametry biochemii klinicznej, takie jak stezenie triglicerydéw mierzone na czczo, poszczegélne hormony
oraz pseudocholinesteraza, mozna zbada¢ w stosownych przypadkach, w zaleznosci od toksycznodci substancji badanej.
Zasadniczo nalezy przyja¢ elastyczne podejicie, dostosowane do obserwowanych lub spodziewanych skutkéw dzialania
danej substancji badanej.

45. Oznaczenia analizy moczu nalezy przeprowadzi¢ u wszystkich zwierzat wykorzystanych w badaniu (10 samcéw i 10
samic z kazdej grupy), na probkach pobranych w takich samych odstepach czasu jak w przypadku hematologii
i biochemii klinicznej. Nie ma koniecznodci przeprowadzania pomiaréw po uplywie 3 miesigcy, jesli w poprzednim
90-dniowym badaniu przeprowadzonym przy pordwnywalnych poziomach dawek nie odnotowano zmian w analizie
moczu. Zalecenie eksperta dotyczace badan klinicznych pod katem patologii obejmuje nastepujaca listg parametréw (38):
wyglad, objetos¢, osmolalno$¢ lub masa wilasciwa, pH, catkowite biatko i glukoza. Inne oznaczenia obejmujg ketony,
urobilinogen, bilirubing i krew utajong. W stosownych przypadkach mozna zastosowal badania dodatkowych para-
metréw w celu rozszerzenia badania zaobserwowanych skutkow.

46. Ogdlnie uznaje sig, ze podstawowe zmienne hematologiczne i biochemii klinicznej nalezy zbada¢ przed poddaniem
zwierzat dzialaniu substancji badanej w przypadku badan z wykorzystaniem pséw, jednak nie ma takiej potrzeby
w przypadku badan z wykorzystaniem gryzoni (38). Jesli jednak historyczne dane podstawowe (zob. pkt 58) s3
nieodpowiednie, nalezy rozwazy¢ wygenerowanie takich danych.

PATOLOGIA

Petne rozpoznanie histopatologiczne

47. Wszystkie zwierzeta wykorzystane w badaniu nalezy zazwyczaj poddaé pelnemu, szczegétowemu rozpoznaniu
histopatologicznemu, ktére obejmuje staranne zbadanie zewnetrznej powierzchni ciala, wszystkich otwordw,
jamy czaszki, jamy klatki piersiowej i jamy brzusznej oraz ich zawartoici. Mozna jednak zalozy¢ (w grupach
przewidzianych do u$miercenia w trakcie trwania do$wiadczenia i w grupach satelitarnych) ograniczenie
pomiaréw do poszczegdlnych kluczowych dzialan, takich jak badanie neurotoksycznosci lub immunotoksycz-
nosci (zob. pkt 21). Takie zwierzeta nie musza zosta¢ poddane rozpoznaniu histopatologicznemu ani dalszym
procedurom opisanym w ponizszych ustepach. Zwierzeta wskaznikowe moga wymaga rozpoznania histopa-
tologicznego w zalezno$ci od poszczegdlnych przypadkéw, wedlug uznania kierownika badania.

(") W odniesieniu do niektérych pomiaréw dotyczacych surowicy i osocza, w szczegblnosci dla glukozy, zaleca si¢ wstrzymanie poda-

wania pokarmu przez noc. Zalecenie to wynika glownie z faktu, ze zwickszona zmienno$¢, ktérg nieuchronnie powoduje brak
wstrzymania podawania pokarmu, czesto maskuje bardziej subtelne skutki, co utrudnia interpretacje wynikow. Nalezy jednak zauwa-
zy¢, ze wstrzymanie podawania pokarmu przez noc moze wplywa¢ na ogdlny metabolizm zwierzat, a w szczegdlnoéci w badaniach
zywieniowych moze zaktéca¢ dzienne narazenie na dzialanie substancji badanej. Wszystkie zwierzeta powinny zosta¢ poddane ocenie,
bedac w tym samym stanie fizjologicznym, i dlatego szczegdtowe oceny lub oceny neurologiczne najlepiej zaplanowaé na inny dzien
niz dziefi pobierania probek na potrzeby zbadania parametréw biochemii klinicznej.
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Nalezy odnotowa¢ masy organdw wszystkich zwierzat, procz tych wylaczonych na mocy drugiej czeéci pkt 47.
Nadnercza, mézg, najadrza, serce, nerki, watrobe, jajniki, $ledzione, jadra, tarczyce (zwazong po utrwaleniu,
z przytarczycami) oraz macicg pobrane od wszystkich zwierzat (oprécz tych w stanie agonalnym lub u$mier-
conych w czasie trwania badania) nalezy w stosownych przypadkach okroi¢ z wszelkich przylegajacych tkanek
i zmierzy¢ ich wage mokrg mozliwie jak najszybciej po sekcji w celu zapobiegnigcia ich wyschnigciu.

Nastgpujace tkanki nalezy zachowaé w roztworze utrwalajagcym najbardziej odpowiednim zaréwno dla rodzaju
tkanki, jak i planowanego péZniejszego badania histopatologicznego (40) (tkanki podane w nawiasach kwad-

ratowych sa opcjonalne):

wszystkie wyrazne zmiany | serce trzustka zoladek (przedzotadek,
zoladek gruczotowy)

nadnercze jelito krete przytarczyca [zeby]

aorta jelito czcze nerw obwodowy jadro

moézg (w tym czesci nerka przysadka grasica

kresomoézgowia, mézdzka

i rdzenia/mostu)

jelito $lepe gruczot lzowy prostata tarczyca

szyjka macicy watroba odbytnica [iezyk]

gruczot koagulujacy pluco gruczot $linowy tchawica

okreznica

wezly chlonne (powierz-
chowne i glgbokie)

pecherzyk nasienny

pecherz moczowy

dwunastnica

gruczot mlekowy (obo-
wigzkowo w przypadku
samic oraz, jesli
wyraznie nadaje si¢ do
analizy, rowniez w przy-
padku samcow)

migsien szkieletowy

macica (w tym szyjka
macicy)

najadrze

[gérne drogi oddechowe,
w tym nos, matzowiny
nosowe oraz zatoki
przynosowe)]

skora

[moczowdd]

oko (w tym siatkdwka)

przelyk

rdzen kregowy (na
trzech odcinkach: szyj-
nym, $rédpiersiowym

i ledZwiowym)

[cewka moczowa]

[kos¢ udowa ze stawem]

[opuszka wechowa]

Sledziona

pochwa

pecherzyk zolciowy (w
przypadku gatunkéw
innych niz szczur)

jajnik

[mostek]

odcinek szpiku kostnego
lub $wiezego aspiratu
szpiku kostnego

gruczot przyoczny

W przypadku organéw parzystych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy utrwali¢ obydwa organy. Wyniki badan
klinicznych i innych badan mogg wskaza¢ na konieczno$¢ zbadania dodatkowych tkanek. Organy uznane za
prawdopodobne organy docelowe, w oparciu o znane wilasciwosci substancji badanej, takze nalezy zachowac.
W przypadku badan z zastosowaniem dermalnej drogi podania nalezy zbada¢ organy zgodnie z listg okreslong
dla podania drogg pokarmowa, przy czym kluczowe jest pobranie i zachowanie probek skéry z miejsca
aplikacji. W przypadku badan z zastosowaniem inhalacyjnej drogi podania, ukladajac liste tkanek z drég
oddechowych do zachowania i zbadania, nalezy kierowac si¢ zaleceniami zawartymi w rozdziale B.8 niniejszego
zalgcznika (9) i B.29 niniejszego zalacznika (10). W przypadku innych organéwjtkanek (oraz w uzupelnieniu
okre$lonych utrwalonych tkanek z drég oddechowych) nalezy zbada¢ organy zgodnie z lista okreslona dla
pokarmowej drogi podania.

Histopatologia

Dostgpne sa wytyczne dotyczace najlepszych praktyk zwigzanych z przeprowadzaniem toksykologicznych
badan zmian patologicznych (40). Nalezy zbada¢ pod katem histopatologii co najmniej nastgpujace tkanki:

— wszystkie tkanki zwierzat z grup otrzymujacych wysokie dawki i z grup kontrolnych,
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— wszystkie tkanki zwierzat w stanie agonalnym lub u$mierconych podczas badania,
— wszystkie tkanki wykazujace makroskopowe nieprawidlowosci,

— tkanki docelowe lub tkanki, ktére wykazuja zmiany spowodowane poddaniem zwierz¢cia dziataniu
substancji badanej w grupie otrzymujacej wysokie dawki, pobrane od wszystkich zwierzat we wszystkich
innych grupach otrzymujacych dawki,

— w przypadku organéw parzystych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy zbada¢ obydwa organy.

OBSERWACJE (ETAP BADANIA RAKOTWORCZOSCI)

Wszystkie zwierzeta nalezy sprawdzi¢ pod katem chorobowosci i upadkowosci, zazwyczaj na poczatku i pod
koniec kazdego dnia, wlacznie z weekendami i dniami wolnymi od pracy. Dodatkowo zwierzeta nalezy
sprawdza¢ raz dziennie pod katem szczegblnych objawdw istotnych z toksykologicznego punktu widzenia.
W przypadku badan z wykorzystaniem sondy zwierzeta nalezy sprawdzaé w okresie bezposrednio po dawko-
waniu. Szczegélng uwage nalezy zwrdci¢ na rozwdj guzdw; nalezy odnotowal czas pojawienia si¢ guza, jego
polozenie, wymiary, wyglad oraz progresje kazdego wyraznie widocznego lub wyczuwalnego guza.

Wszystkie zwierzeta nalezy zwazy¢ na poczatku rozpoczecia poddawania ich dzialaniu substancji badanej,
a takze co najmniej raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu.
Pomiaréw spozycia pokarmu i wydajno$ci pokarmu nalezy dokonywaé co najmniej raz w tygodniu przez
pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu. Spozycie wody nalezy mierzy¢ co
najmniej raz w tygodniu przez pierwsze 13 tygodni, a po tym okresie — co najmniej raz w miesigcu, jesli
substancj¢ badang podaje si¢ wraz z wodg pitng. Pomiary spozycia wody nalezy rozwazy¢ takze w przypadku
badan, w ktérych zaszly zmiany zwigzane ze spozyciem wody.

Hematologia, biochemia Kliniczna i inne pomiary

W celu zmaksymalizowania informacji uzyskanych dzigki badaniu, zwlaszcza na temat kwestii zwigzanych ze
sposobem dzialania, probki krwi mozna poddac analizie parametréw hematologii i biochemii klinicznej, wedlug
uznania kierownika badania. Wlasciwe moze by¢ takie przeprowadzenie analizy moczu. Informacji na temat
tych parametréw dostarczg dane dotyczgce zwierzat wykorzystanych na etapie badania toksycznosci przewle-
klej, zazwyczaj dotyczace okresu 12 miesiecy (pkt 34). Dalsze wytyczne dotyczace wartoéci pobrania takich
probek w ramach badania rakotworczoéci przedstawiono w wytycznych nr 116 (7). Jesli pobiera si¢ prébki
krwi, nalezy pobierac je pod koniec okresu badania, tuz przed procedura u$miercania zwierzat lub w jej trakcie.
Prébki krwi nalezy pobrac z okreslonego miejsca, na przyklad poprzez naklucie serca lub z zatoki oczodolowej
tylnej, w znieczuleniu. Do zbadania mozna przygotowal réwniez rozmazy krwi, zwlaszcza jesli organem
docelowym wydaje si¢ szpik kostny, cho¢ warto§¢ takiego badania rozmazéw krwi na etapie badania rakotwor-
czoéci w celu oceny rakotworczoécifpotencjalu onkogenicznego zostata zakwestionowana (38).

PATOLOGIA
Pelne rozpoznanie histopatologiczne

Wszystkie zwierzeta wykorzystane w badaniu, procz zwierzat wskaznikowych oraz innych zwierzat satelitar-
nych (zob. pkt 20), nalezy podda¢ pelnemu, szczegblowemu rozpoznaniu histopatologicznemu, ktére obejmuje
staranne zbadanie zewngtrznej powierzchni ciala, wszystkich otworéw, jamy czaszki, jamy klatki piersiowej
i jamy brzusznej oraz ich zawarto$ci. Zwierzgta wskaznikowe i inne zwierzeta satelitarne mogg wymagaé
rozpoznania histopatologicznego w zalezno$ci od poszczegdlnych przypadkéw, wedlug uznania kierownika
badania. Masa organéw nie jest zazwyczaj czgScig badania rakotworczodci, jako ze w organach zachodza
zmiany zwigzane z wiekiem, a rozwdj guzow na pdzniejszych etapach uniemozliwia wykorzystanie takich
danych. Takie dane moga mie¢ jednak kluczowe znaczenie dla oszacowania wagi dowodow, w szczegdlnosci
w kontekscie kwestii zwigzanych ze sposobem dziatania. Jesli stanowig one czg¢$¢ badania satelitarnego, takie
dane nalezy zgromadzi¢ nie pdZniej niz rok po rozpoczeciu badania.

. Nastepujace tkanki nalezy zachowal w roztworze utrwalajacym najbardziej odpowiednim zaréwno dla rodzaju

tkanki, jak i planowanego pdZniejszego badania histopatologicznego (40) (tkanki podane w nawiasach kwad-
ratowych sg opcjonalne):

wszystkie wyrazne zmiany | serce trzustka zolgdek (przedzoladek,
zoladek gruczotowy)

nadnercze jelito krete przytarczyca [zgby]
aorta jelito czcze nerw obwodowy jadro
moézg (W tym czesci nerka przysadka grasica

kresomézgowia, mézdzka
i rdzenia/mostu)

jelito Slepe gruczol lzowy prostata tarczyca
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szyjka macicy

watroba

odbytnica

[jezyk]

gruczot koagulujacy

ptuco

gruczot §linowy

tchawica

okreznica

wezly chlonne (powierz-
chowne i glebokie)

pecherzyk nasienny

pecherz moczowy

dwunastnica

gruczot mlekowy (obo-
wiazkowo w przypadku
samic oraz, jesli
wyraznie nadaje si¢ do
analizy, réwniez w przy-
padku samcow)

miesien szkieletowy

macica (w tym szyjka
macicy)

najadrze

[gérne drogi oddechowe,
w tym nos, malzowiny
nosowe oraz zatoki
przynosowe]

skora

[moczowdd]

oko (w tym siatkdwka)

przelyk

rdzen kregowy (na
trzech odcinkach: szyj-
nym, $rédpiersiowym
i ledZwiowym)

[cewka moczowa]

[kos¢ udowa ze stawem]

[opuszka wechowa]

Sledziona

pochwa

pecherzyk zolciowy (w
przypadku gatunkéw

jajnik

[mostek]

odcinek szpiku kostnego
lub $wiezego aspiratu

innych niz szczur) szpiku kostnego

gruczot przyoczny

W przypadku organéw parzystych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy utrwali¢ obydwa organy. Wyniki badan
klinicznych i inne ustalenia moga wskaza¢ na konieczno$¢ zbadania dodatkowych tkanek. Organy uznane za
prawdopodobne organy docelowe, w oparciu o znane wlasciwosci substancji badanej, takze nalezy zachowaé.
W przypadku badan z zastosowaniem dermalnej drogi podania nalezy zbada¢ organy zgodnie z listg okre$long
dla podania droga pokarmows, przy czym konieczne jest pobranie i zachowanie prébek skéry z miejsca
aplikacji. W przypadku badan z zastosowaniem inhalacyjnej drogi podania, ukladajac liste tkanek z drég
oddechowych do zachowania i zbadania, nalezy kierowa¢ si¢ zaleceniami zawartymi w rozdziale B.8 niniejszego
zalgcznika (8) i B.29 niniejszego zalacznika (9). W przypadku innych organdw/tkanek (oraz w uzupelnieniu
okre$lonych utrwalonych tkanek z drég oddechowych) nalezy zbada¢ organy zgodnie z lista okreslona dla
pokarmowej drogi podania.

Histopatologia

Dostepne sa wytyczne dotyczace najlepszych praktyk zwigzanych z przeprowadzaniem toksykologicznych
badan zmian patologicznych (40). Nalezy zbada¢ co najmniej nastgpujace tkanki:

— wszystkie tkanki zwierzat z grup otrzymujacych wysokie dawki i z grup kontrolnych,
— wszystkie tkanki zwierzgt w stanie agonalnym lub u$mierconych podczas badania,
— wszystkie tkanki wykazujace makroskopowe nieprawidlowosci, w tym guzy,

— w przypadku zaobserwowania w grupie otrzymujacej wysoka dawke histopatologicznych zmian zwigzanych
z poddawaniem zwierzgt dzialaniu substancji badanej, nalezy zbada¢ takie same tkanki pochodzace od
wszystkich zwierzat ze wszystkich pozostalych grup otrzymujacych dawki,

— w przypadku organéw parzystych, np. nerek lub nadnerczy, nalezy zbada¢ obydwa organy.
DANE ORAZ SPORZADZENIE SPRAWOZDANIA (RAKOTWORCZOSC 1 TOKSYCZNOSC PRZEWLEKLA)
Dane

Nalezy przedstawi¢ dane dotyczace kazdego zwierzgcia, w odniesieniu do wszystkich parametréw poddawanych
oszacowaniu. Dodatkowo wszystkie dane nalezy zestawi¢ w postaci tabeli, przedstawiajac w odniesieniu do
kazdej badanej grupy liczbe zwierzat na poczatku badania, liczbe zwierzat, ktére padly w trakcie trwania
badania lub ktére u§miercono z przyczyn humanitarnych, wraz z okresleniem czasu, w ktorym nastapita $mier¢
lub humanitarne u$miercenie, liczb¢ zwierzat wykazujacych objawy toksycznosci, opis obserwowanych
objawéw toksycznosci, w tym czas ich pojawienia si¢, czas trwania, stopiefi ostrosci wszelkich skutkéw
toksycznych, liczbg zwierzat wykazujacych zmiany, typ takich zmian oraz procent zwierzat wykazujacych
kazdy typ zmiany. W tabelach z zestawieniem danych, oprocz klasyfikacji zmian, nalezy przedstawi¢ $rednie
i odchylenia standardowe (dla danych z badan ciaglych) dotyczace zwierzat wykazujacych skutki toksyczne lub
zmiany.
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Historyczne dane kontrolne moga by¢ cenne przy interpretacji wynikéw badania, np. jesli istnieja przestanki, ze
dane uzyskane z jednoczesnych kontroli sa w sposéb znaczacy niestandardowe w poréwnaniu z najnowszymi
danymi dotyczacymi zwierzat kontrolnych z tego samego obiektu/badanej kolonii. Historyczne dane kontrolne,
jesli poddaje si¢ je oszacowaniu, powinny przedstawi¢ to samo laboratorium i powinny si¢ odnosi¢ do zwierzat
w tym samym wicku i z tego samego szczepu, oraz dane takie powinny zosta¢ wygenerowane w ciagu pigciu
lat przed rozpoczeciem rozwazanego badania.

W stosownych przypadkach wyniki liczbowe nalezy poddawaé oszacowaniu za pomoca wilasciwych i ogélnie
przyjetych metod statystycznych. Metody statystyczne i dane poddawane analizie nalezy wybraé w czasie
przygotowywania ukladu badania (pkt 9). Taki wybér powinien uwzglednia¢ w razie koniecznosci korekte
uwzgledniajaca zwierzgta, ktore przezyly.

Sprawozdanie z badania musi zawieral nastgpujace informacje:

Badana substancja chemiczna

— cechy fizyczne, czysto$¢ i wlasnosci fizykochemiczne,

— dane identyfikacyjne,

— zrédlo substancji chemiczne;j,

— numer partii,

— S$wiadectwo analizy chemicznej.

Nosnik (w stosownych przypadkach)

— uzasadnienie wyboru nos$nika (jezeli jest inny niz woda).

Badane zwierzgta

— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie takiego wyboru,

— liczba, wiek i ple¢ zwierzat na poczatku badaniu,

— 7rédlo, warunki przebywania, pokarm itp.,

— masa ciala poszczegdlnych zwierzat na poczatku badania.

Warunki badania

— uzasadnienie drogi podania i doboru dawek,

— w stosownych przypadkach metody statystyczne zastosowane do analizy danych,

— szczegélowe informacje na temat postaci uzytkowej substancji badanej/przygotowywania pokarmu,
— dane analityczne dotyczace osiaganego stezenia, stabilnoci i jednorodnosci preparatu,
— droga podania i szczeg6towe dane dotyczace podawania substancji badanej,

— w przypadku badan z inhalacyjng droga podania informacje o tym, czy podanie odbywa si¢ wylacznie przez
nos czy przez cale cialo,

— dawki rzeczywiste (mg/kg masy ciala/dzien), wskaznik konwersji stezenia substancji badanej w pokarmie/
wodzie pitnej (mg/kg lub ppm) do dawki rzeczywistej, jesli ma to zastosowanie,

— szczegdlowe informacje o pokarmie i jakosci wody.
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Wyniki (nalezy przedstawic zestawienie danych w tabeli oraz dane dotyczgce poszczegdlnych zwierzgt):
Wymogi ogélne

— dane dotyczace zwierzat, ktére przezyly,

— masa cialajzmiany masy ciala,

— dane dotyczace spozycia pokarmu, wyliczenia wydajno$ci pokarmu, jesli przeprowadzono, oraz dane doty-
czace spozycia wody, jesli dostgpne,

— dane toksykokinetyczne, jesli dostepne,

— oftalmoskopia (jesli takie dane sa dostepne),

— hematologia (jesli takie dane sg dostepne),

— biochemia kliniczna (jeli takie dane sg dostepne).

Ustalenia badari klinicznych

— objawy toksycznosci,

— wystgpowanie (i ostrosé, jesli poddano ja ocenie) wszelkich nieprawidtowosci,

— rodzaj, ostro$¢ i czas trwania obserwowanych objawow Klinicznych (tak odwracalnych, jak i nieodwracal-

nych).
Dane dotyczgce sekgji zwlok
— masa ciala w chwili zgonu,
— masa organdw i ich wspolczynniki, jesli takie dane sg dostepne,
— ustalenia z sekcji zwlok; wystepowanie i stopieni ostroci nieprawidtowosci.
Histopatologia
— ustalenia histopatologiczne inne niz dotyczace nowotwordéw,
— ustalenia histopatologiczne dotyczgce nowotwordw,
— korelacja mi¢dzy objawami makroskopowymi i mikroskopowymi,

— szczegblowy opis wszystkich ustalenn histopatologicznych zwigzanych z poddawaniem zwierzat dzialaniu
substancji badanej, w tym klasyfikacja ostrosci skutkow,

— sprawozdanie z ewentualnej wzajemnej oceny preparatow.
W stosownych przypadkach, statystyczne opracowanie wynikéw
Omdwienie wynikéw, w tym:

— omoéwienie wszelkich podejé¢ modelowych,

— zalezno$¢ dawka-odpowiedz,

— historyczne dane kontrolne,
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— rozwazenie wszelkich informacji na temat sposobu dziatania,
— okre$lenie BMD, NOAEL lub LOAEL,
— znaczenie dla ludzi.

Whioski
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Dodatek 1

DEFINICJA

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomoca niniejszej metody badawczej.”

7) rozdzial B.36 otrzymuje brzmienie:

,B.36. TOKSYKOKINETYKA

WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest rtownowazna z dotyczgcg badan wytycza OECD nr 417 (2010). Badania toksy-
kokinetyki badanej substancji chemicznej prowadzone s3 w celu uzyskania odpowiednich informacji na temat
wchlaniania, dystrybucji, biotransformacji (tj. metabolizmu) i wydalania tej substancji, a takze aby poméc
w powigzaniu stezenia lub dawki z obserwowang toksycznoscig oraz w zrozumieniu mechanizmu toksycznosci
danej substancji. Toksykokinetyka moze poméc w zrozumieniu badan toksykologicznych poprzez wykazanie, ze
zwierzgta doswiadczalne sa systematycznie narazane na dzialanie badanej substancji chemicznej, oraz ujawnienie
krazacych grup funkcyjnych (macierzystej substancji chemicznej/metabolitéw). Podstawowe parametry toksyko-
kinetyczne okre$lone na podstawie tych badan dostarcza réwniez informacji na temat potencjatu akumulacji
badanej substancji chemicznej w tkankach lub narzadach oraz potencjatu indukeji biotransformacji w wyniku
narazenia na badang substancje chemiczna.

Dane toksykokinetyczne moga poméc w ocenie adekwatnosci i znaczenia danych dotyczacych toksycznosci dla
zwierzat na potrzeby ekstrapolacji na zagrozenie dla ludzi lub oceny ryzyka. Dodatkowo badania toksykokine-
tyczne moga dostarczy¢ przydatnych informacji dla celéw okreslenia pozioméw dawkowania w badaniach
toksycznodci (kinetyka liniowa w poréwnaniu z kinetyka nieliniowg), skutkéw drogi podania, biodostepnosci
oraz zagadnien zwigzanych z projektem badania. Okreslone typy danych toksykokinetycznych mozna wyko-
rzysta¢ do opracowania fizjologicznego modelu toksykokinetycznego (PBTK).

Istniejg wazne zastosowania dla danych dotyczacych metabolitdw/toksykokinetyki, takie jak wskazywanie
mozliwej toksycznosci i charakteru dzialania oraz ich zwigzku z poziomem dawkowania i droga narazenia.
Ponadto dane dotyczace metabolizmu moga dostarczy¢ informacji przydatnych do oceny toksykologicznego
znaczenia narazenia na egzogennnie wytwarzane metabolity badanej substancji chemiczne;.

Wystarczajace dane toksykokinetyczne postuzg jako poparcie dalszej dopuszczalnosci i zastosowania ilosciowych
zaleznodci struktura-aktywnos¢, podejscia przekrojowego lub podejscia polegajacego na grupowaniu w ramach
oceny bezpieczenstwa chemikaliéw. Dane kinetyczne mozna réwniez wykorzysta¢ do oceny znaczenia toksy-
kologicznego innych badan (np. in vivofin vitro).

Niniejsza metoda badawcza ma zastosowanie do podawania badanej substancji chemicznej droga pokarmows,
chyba Ze wymienia si¢ inng droge podawania (zob. zwlaszcza pkt 74-78).

WSTEPNE ROZWAZANIA

W systemach regulacji istnieja rozne wymogi i potrzeby zwigzane z pomiarem punktéw kofcowych i para-
metréw zwigzanych z toksykokinetyka dla réznych klas substancji chemicznych (np. pestycydéw, produktéw
biobdjczych, chemikaliow przemystowych). W przeciwienstwie do wigkszosci metod badawczych w niniejszej
metodzie opisano badanie toksykokinetyczne, ktére obejmuje wiele pomiaréw i punktéw koncowych. W przy-
szloéci moze doj$¢ do opracowania kilku nowych metod badawczych lub wytycznych, aby opisa¢ kazdy punkt
koricowy odrebnie i w sposob bardziej szczegétowy. W przypadku niniejszej metody badawczej to, ktore
badania lub oceny sa przeprowadzane, jest okreslone zgodnie z wymogami lub potrzebami kazdego systemu
regulacji.

Istnieje wiele badan, ktére mozna przeprowadzi¢, aby oceni¢ zachowanie toksykokinetyczne badanej substancji
chemicznej dla celéw regulacyjnych. Niemniej jednak w zaleznosci od okreslonych potrzeb regulacyjnych lub
sytuacji nie wszystkie z tych mozliwych badan mogg by¢ konieczne dla oceny badanej substancji chemicznej.
Projekt badan toksykokionetycznych wymaga elastycznosci i uwzglednienia cech badanej substancji chemicznej
bedacych przedmiotem zainteresowania. W niektorych przypadkach konieczne moze by¢ tylko rozpatrzenie
okreslonego zestawu pytan, aby uwzgledni¢ zagrozenie i ryzyko zwiazane z badana substancja chemiczna.
W niektorych sytuacjach dane toksykokinetyczne mozna zgromadzi¢ w ramach oceny w innych badaniach
toksykologicznych. W innych przypadkach konieczne moga by¢ dodatkowe lub bardziej rozlegle badania
toksykokinetyczne, zaleznie od potrzeb regulacyjnych lub jezeli w trakcje oceny badanej substancji chemicznej
pojawig si¢ nowe pytania.

Przed przeprowadzeniem badania laboratorium badawcze powinno wzigé pod uwage wszystkie dostgpne infor-
macje na temat badanej substancji chemicznej oraz jej istotnych metabolitéw i analogéw w celu poprawienia
jakosci badania oraz uniknigcia niepotrzebnego wykorzystania zwierzat. Moze to obejmowaé dane pochodzace
z innych wiasciwych metod badawczych (badan in vivo, in vitro lub ocen in silico). Wiasciwosci fizykochemiczne,
takie jak: wspolczynnik podzialu oktanol/woda (wyrazony jako log Payw), pKa, rozpuszczalno$¢ w
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wodzie, prezno$¢ pary, masa czgsteczkowa substancji chemicznej, moga by¢ przydatne przy planowaniu badania
i interpretacji wynikow. Mozna je ustali¢ za pomocg odpowiednich metod opisanych w stosownych metodach
badawczych.

OGRANICZENIA

9. Niniejsza metoda badawcza nie zostala opracowana do zastosowania w szczegdlnych okolicznosciach, takich jak
u zwierzat cigzarnych lub w okresie laktacji oraz u potomstwa, ani do oceny potencjalnych pozostatosci
u zwierzgt narazonych na dzialanie substancji, od ktérych lub z ktérych pozyskuje si¢ zywno$¢. Dane uzyskane
z badania B.36 moga jednak zapewni¢ podstawowe informacje na potrzeby zaprojektowania konkretnych badan
do takich celéw. Niniejsza metoda badawcza nie jest przeznaczona do badania nanomateriatéw. Sprawozdanie
ze wstepnego przegladu wytycznych OECD dotyczacych badai w zakresie ich zastosowania do nanomateriatéw
wskazuje na to, ze TG 417 (réwnowazna niniejszej metodzie badawczej B.36) moze nie mie¢ zastosowania do
nanomateriatow (1).

DEFINICJE

10. Definicje stosowane dla celéw niniejszej metody badawczej przedstawiono w dodatku.

TROSKA O DOBROSTAN ZWIERZAT

11. Wytyczne dotyczace humanitarnego traktowania zwierzat sa dostepne w wytycznej OECD (GD) nr 19 (2). Zaleca
si¢, aby we wszystkich badaniach in vivo i in vitro opisanych w niniejszej metodzie badawczej korzystaé
z wytycznej OECD GD nr 19.

OPIS METOD
Badania pilotazowe

12. Zaleca i poleca si¢ korzystanie z badan pilotazowych na potrzeby wyboru parametréw do$wiadczalnych dla
badan toksykokinetycznych (np. metabolizmu, bilansu masy, procedur analitycznych, zakresu dawkowania,
wydychania CO, itd.). Opis niektérych z tych parametréw moze nie wymagaé uzycia substancji chemicznych
znakowanych izotopowo.

Wybér zwierzat
Gatunek

13. Gatunek zwierzgcia (i szczep) wykorzystywany w badaniu toksykokinetycznym powinien by¢ taki sam jak
gatunek wykorzystany w innych badaniach toksykologicznych przeprowadzonych nad dang badang substancja
chemiczng. Zazwyczaj wykorzystywanym gatunkiem powinien by¢ szczur, gdyz jest to gatunek szeroko wyko-
rzystywany do badan toksykologicznych. Wykorzystanie innych lub dodatkowych gatunkéw moze by¢ uzasad-
nione, jezeli kluczowe badania toksykologiczne wskazuja na oznaki znacznej toksycznosci u tych gatunkéw lub
jezeli wykazano, ze ich toksyczno$¢/toksykokinetyka ma wigksze znaczenie dla ludzi. Nalezy poda¢ uzasadnienie
wyboru gatunku i szczepu zwierzat.

14. O ile nie wspomniano inaczej, w niniejszej metodzie badawczej szczura okresla si¢ gatunkiem badanym. W celu
wykorzystania innych badanych gatunkéw konieczna moze by¢ modyfikacja pewnych aspektéw tej metody.

Wiek i szczep

15. Zaleca si¢ wykorzystanie zdrowych, mlodych, dorostych zwierzat (zazwyczaj w wicku 6-12 tygodni w chwili
dawkowania; zob. tez pkt 13 i 14). W przypadku wykorzystywania zwierzat innych niz mtode doroste osobniki
nalezy poda¢ uzasadnienie. Na poczatku badania wszystkie zwierzeta powinny by¢ w podobnym wieku. Odchy-
lenie masy poszczegblnych zwierzat nie powinno przekraczaé + 20 % $redniej masy badanej grupy. Najlepiej
byloby, gdyby wykorzystywany szczep byl taki sam jak szczep wykorzystany do otrzymania bazy danych
toksykologicznych dotyczacych badanej substancji chemicznej.

Liczba i pleé zwierzgt

16. Dla kazdej zbadanej dawki nalezy wykorzysta¢ przynajmniej cztery zwierzgta jednej plci. Ple¢ wykorzystanych
zwierzat nalezy uzasadnié. Nalezy rozwazy¢ wykorzystanie obu plci (czterech samcéw i czterech samic), jezeli
istniejg dowody potwierdzajace znaczne réznice w toksycznosci zwiazane z plcig.

Warunki przetrzymywania i karmienia

17. W okresie badania zwierzeta na ogél nalezy przetrzymywac¢ oddzielnie. Przetrzymywanie w grupach moze by¢
uzasadnione w szczegdlnych okolicznosciach. O$wietlenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 h $wiatla,
12 h ciemnosci. Temperatura w pomieszczeniach dla zwierzat do§wiadczalnych powinna wynosi¢ 22 °C (£ 3 °C),
a wzgledna wilgotno$¢ 30-70 %. Do karmienia mozna stosowa¢ konwencjonalne pasze laboratoryjne z nieogra-
niczonym dostgpem do wody pitnej.
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Badana substancja chemiczna

18. Znakowana izotopowo badana substancja chemiczna z wykorzystaniem wegla 1#C powinna by¢ stosowana we
wszystkich aspektach badania zwigzanych z bilansem masy i identyfikacja metabolitéw; jezeli jednak mozna
wykazaé, ze:

— bilans masy i identyfikacje metabolitow mozna odpowiednio oceni¢ za pomoca badanej substancji
chemicznej nieznakowanej izotopowo,

— swoisto§¢ 1 czulo$¢ analityczna metody stosowanej wraz z niepromieniotwércza badang substancja
chemiczng sa réwne tym, ktére mozna uzyskaé przy uzyciu badanej substancji chemicznej znakowanej
izotopowo, lub wyzsze,

woéweczas nie trzeba stosowaé znakowanej izotopowo badanej substancji chemicznej. Ponadto mozna stosowaé
inne promieniotwércze stabilne izotopy, w szczegdlnosci jesli dany pierwiastek w catosci lub czgsciowo odpo-
wiada za toksyczno§¢ badanej substancji chemicznej. Jezeli to mozliwe, znakowanie izotopowe powinno znaj-
dowaé si¢ w centralnej czesci czasteczki, ktéra jest metabolicznie stabilna (nie podlega wymianie, nie jest
usuwana metabolicznie jako CO, i nie staje si¢ czg$cia puli fragmentéw jednoweglowych organizmu). Znako-
wanie wielu miejsc lub okreslonych regiondéw czasteczki moze by¢ niezbedne do $ledzenia przebiegu metabo-
lizmu badanej substancji chemiczne;.

19. Znakowane i nieznakowane izotopowo badane substancje chemiczne nalezy analizowa¢ za pomocg odpowied-
nich metod, aby okresli¢ czysto$¢ i tozsamos$¢. Czysto$¢ radiochemiczna badanej promieniotworczej substancji
chemicznej powinna by¢ mozliwie najwyzsza z mozliwych dla danej substancji (w idealnych warunkach
powinna by¢ wyzsza niz 95 %). Nalezy dolozy¢ rozsadnych staran, aby zidentyfikowac zanieczyszczenia obecne
na poziomie 2 % lub wyzszym. Nalezy podac czysto$¢ wraz z tozsamoscia i odsetkiem wszelkich zidentyfiko-
wanych zanieczyszczen. W poszczegdlnych programach regulacji przewidziane moze by¢ zapewnienie dodat-
kowych wytycznych pomocnych w definiowaniu i specyfikacji badanych substancji chemicznych zlozonych
z mieszanin, a takze metod ustalania czystosci.

Wybér dawki
Badanie pilotazowe

20. Zazwyczaj do badania pilotazowego wystarczy pojedyncza dawka doustna. Dawka ta powinna by¢ nietoksyczna,
lecz wystarczajaco wysoka, aby umozliwi¢ identyfikacje metabolitow w wydalinach (i w stosownych przypad-
kach w osoczu), jak réwniez spetniaé okreslony cel badania pilotazowego, o ktérym mowa w pkt 12 niniejszej
metody badawczej.

Badania gtéwne

21. W przypadku badan gléwnych preferowane sg co najmniej dwie dawki, poniewaz informacje zebrane z przy-
najmniej dwoch grup otrzymujacych dawki moga pomoc w okresleniu dawek w innych badaniach toksycznosci
oraz poméc w ocenie dawka-odpowiedZ w ramach juz dostepnych badari toksycznosci.

22. W przypadku podawania dwdch dawek obie dawki powinny by¢ wystarczajgco wysokie, aby umozliwi¢ iden-
tyfikacje metabolitow w wydalinach (i w stosownych przypadkach w osoczu). Przy wyborze dawki nalezy
uwzgledni¢ informacje pochodzace z dostgpnych danych dotyczacych toksycznosci. Jezeli informacje takie nie
sa dostgpne (np. pochodzace z badan toksycznosci ostrej doustnej, w ktérych odnotowano Kliniczne oznaki
toksycznosci, lub z badan toksycznosci wywolanej powtarzanym dawkowaniem), mozna rozwazy¢ takg warto$¢
wyzszej dawki, ktora jest nizsza od szacowanej wartosci LD (droga doustna i droga dermalna) lub LCs, (droga
inhalacyjna) lub nizsza od nizszej warto$ci szacowanego przedzialu toksycznosci ostrej. Nizsza dawka powinna
stanowi¢ pewien ulamek wyzszej dawki.

23. W przypadku badania wylacznie jednego poziomu dawkowania najlepiej byloby, gdyby dawka byla wystar-
czajaco wysoka, aby umozliwi¢ identyfikacje metabolitow w wydalinach (i w stosownych przypadkach w osoczu),
jednocze$nie nie wywolujac widocznej toksycznosci. Jezeli drugiego poziomu dawkowania nie uwzgledniono,
nalezy to uzasadnic.

24. Jezeli istnieje potrzeba ustalenia skutkéw dawki dla proceséw kinetycznych, dwie dawki moga by¢ niewystar-
czajace i przynajmniej jedna dawka powinna by¢ wystarczajaco duza, aby nasyci¢ te procesy. Jezeli pole pod
krzywa (AUC) stezenia w osoczu w czasie miedzy dwiema dawkami wykorzystanymi w badaniu gléwnym nie
jest liniowe, jest to silna przestanka, ze gdzie$§ pomiedzy tymi dwoma poziomami dawkowania wystepuje
nasycenie jednego procesu kinetycznego lub wigkszej ich liczby.

25. W przypadku badanych substancji chemicznych o niskiej toksycznosci nalezy zastosowal maksymalng dawke
1 000 mg/kg masy ciala (droga doustna i droga dermalna; podawanie droga inhalacyjng - zob. rozdzial B.2
niniejszego zalacznika; zazwyczaj dawka ta nie przekracza 2 mgfl). Okolicznosci specyficzne dla danej substancji
chemicznej mogg wymaga¢ zastosowania wigkszej dawki w zaleznosci od potrzeb regulacyjnych. Wybér dawki
zawsze nalezy uzasadnié.
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26. Toksykokinetyka pojedynczej dawki i dane dotyczace dystrybucji w tkankach moga by¢ wystarczajace do
okreslenia potencjalu akumulacji lub trwalosci. W pewnych okoliczno$ciach potrzebne jednak moze by¢ podanie
powtarzane (i) aby w bardziej kompletny sposéb zbada¢ potencjal akumulacji lub trwalosci badZ zmiany
w toksykokinetyce (tj. na przyklad w indukgji i inhibicji enzymatycznej); lub (i) zgodnie z wymogami majacego
zastosowanie systemu regulacji. W badaniach z zastosowaniem powtarzanego dawkowania w pewnych okolicz-
nosciach réwniez konieczne moze by¢ powtarzane podanie duzej dawki, chociaz zazwyczaj wystarcza powta-
rzane podanie malej dawki (zob. takze pkt 57).

Podawanie badanej substancji chemicznej

27. Badang substancje chemiczng nalezy rozpusci¢ lub sporzadzi¢ jednorodng zawiesing w tym samym no$niku,
ktéry wykorzystano w innych badaniach toksycznosci doustnej dotyczacych podawania danej badanej substancji
chemicznej za pomocg sondy, jezeli takie informacje na temat no$nika sg dostgpne. Nalezy przedstawi¢ uzasad-
nienie wyboru no$nika. Wybér nosnika i objetos¢ dawki nalezy uwzgledni¢ w projekcie badania. Zwyczajowa
metodg podawania jest podawanie przez sondg, jednak podawanie substancji w kapsulkach zelatynowych lub
zmieszanej z pokarmem moze by¢ w okreslonych sytuacji korzystniejsze (w obu przypadkach nalezy przed-
stawi¢ uzasadnienie). Nalezy zapewni¢ weryfikacje rzeczywistej dawki podanej kazdemu zwierzeciu.

28. Maksymalna objeto$¢ cieczy, jaka mozna podaé jednorazowo za pomocg sondy, zalezy od wielkosci badanego
zwierzgcia, rodzaju nosnika oraz tego, czy przed podaniem badanej substancji chemicznej wstrzymuje sig
podawanie pokarmu. Nalezy przedstawi¢ uzasadnienie podawania lub ograniczenia podawania pokarmu przed
podaniem dawki. Zwykle objeto$¢ powinna by¢ utrzymywana na mozliwie niskim poziomie, jaki jest praktyczny
dla nos$nikéw wodnych lub bezwodnych. Objeto$¢ dawki zazwyczaj nie powinna przekraczaé 10 ml/kg masy
ciala w przypadku gryzoni. Objeto$¢ no$nikow stosowanych w przypadku bardziej lipofilnych badanych
substancji chemicznych moze rozpoczyna¢ si¢ od 4 ml/kg masy ciala. W odniesieniu do powtarzanego dawko-
wania, gdzie codzienne wstrzymywanie podawania pokarmu byloby niewskazane, nalezy rozwazy¢ mniejsza
objetos¢ dawki (np. 2-4 mlfkg masy ciata). W miar¢ mozliwosci mozna rozwazy¢ zastosowanie objetosci dawki
zgodnej z dawka badanej substancji chemicznej podawang droga pokarmowsg przez sond¢ w ramach innych

badan.

29. Podawanie dozylne badanej substancji chemicznej i pomiar tej substancji we krwi lub w wydalinach mozna
wykorzystal do ustalenia biodostepnodci lub wzglednego wchtaniania po podaniu doustnym. W przypadku
badania po podaniu dozylnym podaje si¢ pojedyncza dawke (zwykle odpowiadajaca mniejszej dawce podawanej
droga doustng, lecz jej nieprzekraczajacej — zob. wyb6r dawki) badanej substancji chemicznej z zastosowaniem
odpowiedniego nosnika. Material ten nalezy podawaé w odpowiedniej objetosci (np. 1 mlfkg masy ciala)
w wybranym miejscu podania co najmniej czterem zwierzgtom odpowiedniej plci (jesli jest to uzasadnione,
mozna wykorzystaé obie plci, zob. pkt 16). W przypadku dozylnego podania badanej substancji chemicznej
konieczne jest przygotowanie w pelni rozpuszczonej dawki lub zawiesiny. Nosnik dla podania dozylnego nie
powinien zakl6cal integralnosci ani przeplywu krwi. Jesli badana substancja chemiczna podawana jest we
wlewie, szybko$¢ wlewu powinna by¢ podana i ujednolicona pomigdzy zwierzgtami, pod warunkiem ze stoso-
wana jest pompa infuzyjna. Nalezy zastosowa¢ znieczulenie w przypadku wprowadzania kaniuli do zyly szyjnej
(w celu podania badanej substancji chemicznej lub pobrania krwi) lub jezeli do podania wykorzystuje si¢ tetnice
udowa. Nalezy rozwazy¢ rodzaj znieczulenia, poniewaz moze mie¢ on wplyw na toksykokinetyke. Przed
podaniem badanej substancji chemicznej wraz z no$nikiem zwierzgtom nalezy umozliwi¢ odpowiednia regene-
racje.

30. W przypadku konkretnych badanych substancji chemicznych zastosowanie mogg mie¢ inne drogi podania, takie
jak droga dermalna i inhalacyjna (zob. pkt 74-78), biorac pod uwage cechy fizykochemiczne tych substancji
i spodziewane zastosowanie przez czlowieka lub narazenie ludzi.

Pomiary
Bilans masy

31. Bilans masy okresla si¢ poprzez zsumowanie odsetka podanej (promieniotworczej) dawki wydalonej w moczu,
kale i wydychanym powietrzu oraz odsetka obecnego w tkankach, reszcie ciata i materiale wyptukanym z klatki
(zob. pkt 46). Na ogdt catkowity odzysk podanej badanej substancji chemicznej (promieniotworczej) rzedu
> 90 % uwaza si¢ za wystarczajacy.

Wechlanianie

32. Wstepne oszacowanie absorpcji mozna uzyskaé poprzez wylaczenie odsetka dawki w przewodzie pokarmowym
lub w kale z pomiaru bilansu masy. Obliczanie odsetka wchlaniania — zob. pkt 33. Badanie wydalin — zob. pkt
44-49. Jezeli dokladnego stopnia wchlaniania po podaniu dawki drogg doustng nie mozna okredli¢c na
podstawie badan bilansu masy (np. jezeli wigcej niz 20 % podanej dawki wystepuje w kale), konieczne moga
by¢ dalsze badania. Badania te moga obejmowac albo 1) podanie badanej substancji chemicznej droga doustng
i pomiar tej substancji w z6lci; albo 2) podanie badanej substancji chemicznej droga doustng i dozylng oraz
pomiar badanej substancji chemicznej netto w moczu, wydychanym powietrzu i ciele dla kazdej z obu tych drég
podania. W obu projektach badania pomiar promieniotwodrczosci wykonuje si¢ jako zastepcza metode swoistej
analizy chemicznej badanej substancji chemicznej i metabolitéw.

33. W przypadku przeprowadzania badania wydalania z z6lcig zazwyczaj stosuje si¢ doustna droge podawania.
W badaniu tym wprowadza si¢ kaniulg do przewodéw zélciowych co najmniej czterech zwierzat odpowiedniej
plci (lub w uzasadnionych przypadkach obu plci) i podaje pojedyncza dawke badanej substancji chemicznej. Po
podaniu tej substancji wydalanie promieniotworczo$cijbadanej substancji chemicznej w z6lci nalezy monito-
rowac tak dlugo, jak bedzie to konieczne do oszacowania odsetka podanej dawki, ktéra jest wydalana tg droga,
co mozna wykorzysta¢ do bezposredniego obliczenia stopnia wchfaniania po podaniu doustnym w nastgpujacy
sposdb:
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Warto$¢ procentowa wchtaniania = (ilo§¢ w z6kci + moczu + wydychanym powietrzu + ciele bez zawarto$ci
przewodu pokarmowego)/podana ilos¢ x 100

34. W przypadku niektérych klas badanych substancji chemicznych moze wystapi¢ bezposrednie wydzielanie
wchlonietej dawki przez blony jelitowe. W takiej sytuacji pomiaru % dawki w kale po doustnym podaniu
dawki kaniulg wprowadzong w drogi z6lciowe szczura nie uwaza si¢ za warto$¢ reprezentatywna dla niewchto-
nigtej dawki. Zaleca si¢, aby w przypadkach, w ktorych sadzi si¢, Ze zachodzi wydzielanie jelitowe, % wchlonigtej
dawki opieral si¢ na wchlanianiu obliczonym poprzez poréwnanie wydalania po podaniu dawki droga doustng
i droga dozylng (szczur nienaruszony lub z kaniula wprowadzong w drogi Zolciowe) (zob. pkt 35). Zaleca si¢
réwniez, aby w przypadku, gdy oznaczanie ilosciowe wydzielania jelitowego uwaza si¢ za konieczne, mierzone
byly wydaliny u szczura z kaniulag wprowadzong w drogi zélciowe po podaniu dawki drogg dozylna.

Biodostgpnos¢

35. Biodostgpno§¢ mozna okresli¢ na podstawie kinetyki osocza/krwi w odniesieniu do grup, ktére dang substancje
otrzymujg droga doustng i dozylng, jak opisano w pkt 50-52, poprzez specyficzng analiz¢ chemiczng badanej
substancji lub istotnych metabolitéw, a tym samym nie wymaga to stosowania badanej substancji chemicznej
znakowanej izotopowo. Biodostepno$¢ (F) badanej substancji chemicznej lub istotnych metabolitbw mozna
zatem obliczy¢ w nastepujacy sposéb:

F = (AUC.p/AUCY) x (dawkapy/dawka,yp)

gdzie AUC jest polem pod krzywa stezenia w osoczu w czasie, a exp jest doswiadczalng droga podania (doustna,
dermalng lub inhalacyjna).

36. Dla celéw zastosowania w ocenie ryzyka skutkéw ogdlnoustrojowych biodostepnosé sktadnika toksycznego jest
na ogoél preferowana nad odsetek wchtaniania, gdy poréwnuje si¢ stezenia ogélnoustrojowe pochodzgce z badan
na zwierzgtach z analogicznymi danymi z biomonitoringu uzyskanymi z badafi narazenia pracownikow.
Sytuacja moze staé si¢ bardziej zlozona, jezeli dawki znajduja si¢ w zakresie nieliniowym, dlatego wazne jest,
aby w przesiewowych badaniach toksykokinetycznych dawki okresla¢ w zakresie liniowym.

Dystrybucja w tkankach

37. Wiedza o dystrybucji badanej substancji chemicznej lub jej metabolitow w tkankach jest wazna dla identyfikacji
tkanek docelowych, a takze dla zrozumienia podstawowych mechanizméw toksycznosci oraz dla uzyskania
informacji dotyczacych potencjatu akumulacji i trwalosci badanej substancji chemicznej i metabolitéw. Odsetek
catkowitej (promieniotwérczej) dawki w tkankach i w reszcie ciala nalezy zbadaé przynajmniej na zakonczenie
doswiadczenia zwigzanego z wydalaniem (tzn. zazwyczaj do 7 dni po podaniu dawki lub wczesniej, w zaleznosci
od zachowania badanej substancji chemicznej). W przypadku niewykrycia badanej substancji chemicznej w tkan-
kach w chwili zakoniczenia badania (np. poniewaz z powodu krétkiego okresu péttrwania badana substancja
mogla zosta¢ usunieta przed zakofczeniem badania) nalezy zachowaé ostrozno$¢, aby zapobiec blednej inter-
pretacji danych. W tego typu sytuacji dystrybucje w tkankach nalezy zbada¢ w chwili, gdy stezenie badanej
substancji chemicznej (lub metabolitu) osiaga odpowiednio szczytowe stezenie w krwifosoczu (T,,,,) lub szczy-
towy poziom wydzielania z moczem (zob. pkt 38). Ponadto pobieranie tkanek w dodatkowych punktach
czasowych moze by¢ konieczne dla okreslenia dystrybucji badanej substancji chemicznej lub jej metabolitow
w tkankach, ocenienia (w stosownych przypadkach) zaleznoéci od czasu, pomocniczo dla okreslenia bilansu
masy lub wymagane przez wlasciwy organ. Do tkanek, ktore nalezy pobraé, naleza: watroba, tluszcz, przewdd
pokarmowy, nerka, $ledziona, krew pelna, reszta ciala, tkanki organu docelowego i wszelkie inne tkanki (np.
tarczyca, erytrocyty, organy rozrodcze, skora, oko (szczegdlnie u zwierzat zabarwionych)) majace potencjalne
znaczenie przy toksykologicznej ocenie badanej substancji chemicznej. Nalezy rozwazy¢ analiz¢ dodatkowych
tkanek w tych samych punktach czasowych, aby zmaksymalizowa¢ wykorzystanie zwierzat, i w przypadku gdy
toksycznos¢ dla organu docelowego obserwuje sie w badaniach toksycznosci podprzewleklej lub przewlekle;.
Nalezy réwniez podaé stezenie rezydualne (promieniotwérczo$c) i wspélezynniki podziatu tkankijosocze (krew).

38. Ocena dystrybucji w tkankach w dodatkowych punktach czasowych, takich jak moment szczytowego stezenia
w osoczu/krwi (np. Ty lub szczytowego poziomu wydzielania z moczem, uzyskana z odpowiednich badan
kinetyki osoczafkrwi lub wydalin, réwniez moze by¢ potrzebna lub wymagana przez wlasciwy organ. Informacje
te moga by¢ przydatne dla zrozumienia toksycznosci oraz potencjalu akumulagji i trwalosci badanej substanciji
chemicznej i metabolitéw. Nalezy poda¢ uzasadnienie wyboru prébek; prébki do analizy na ogét powinny by¢
takie same, jak okreslone powyzej (zob. pkt 37).

39. Oznaczanie ilo$ciowe promieniotworczo$ci na potrzeby badan dystrybucji w tkankach mozna przeprowadzic
poprzez wyciecie organéw, ich homogenizacje, spalenie lub rozpuszczenie, a nastepnie poddanie uwiezionych
pozostatoéci analizie za pomocg scyntylacyjnego licznika cieczowego. Pewne techniki, obecnie znajdujace si¢ na
réznych etapach rozwoju, np. iloSciowa autoradiografia calego ciata i mikroskopowa autoradiografia receptorow,
mogg okazac si¢ przydatne przy okreslaniu dystrybucji badanej substancji chemicznej w organach lub tkankach

() (4.

40. W przypadku drog narazenia innych niz droga doustna nalezy pobraé i przeanalizowaé okrelone tkanki, takie
jak pluca — w badaniach inhalacyjnych lub skéra — w badaniach z zastosowaniem dermalnej drogi podania. Zob.
pkt 74-78.
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Metabolizm

41. Wydaliny (i w stosownych przypadkach osocze) nalezy zbiera¢ w celu identyfikacji i pomiaru ilociowego
niezmienionej badanej substancji chemicznej i metabolitéw zgodnie z opisem w pkt 44-49. Dopuszczalne
jest laczenie wydalin, aby ulatwi¢ identyfikacje metabolitu w danej grupie otrzymujacej dawke. Zalecane jest
profilowanie metabolitéw pochodzacych z kazdego okresu. Jezeli uniemozliwia to brak prébki lub promienio-
tworczo$¢, dopuszczalne jest jednak laczenie moczu i katu z kilku punktéw czasowych, lecz niedopuszczalne
jest laczenie wydalin z grup réznej plci lub otrzymujacych odmienne dawki. W celu zbadania moczu, kalu,
pozostaloéci promieniotworczosci u zwierzat poddanych dzialaniu substancji i w stosownych przypadkach z6kci
nalezy wykorzysta¢ odpowiednie metody iloSciowe i jako$ciowe.

42. Nalezy dolozy¢ rozsadnych staraf, aby zidentyfikowal wszystkie metabolity obecne na poziomie 5 % podanej
dawki lub wyzszym oraz okresli¢ uklad metaboliczny badanej substancji chemicznej. Badang substancje
chemiczng, ktora scharakteryzowano w wydalinach jako stanowigcg co najmniej 5 % podanej dawki, nalezy
zidentyfikowal. Identyfikacja odnosi si¢ do doktadnego strukturalnego okreslenia skladnikéw. Zazwyczaj iden-
tyfikacji towarzyszy albo chromatografia réwnolegta metabolitu o znanych standardach z zastosowaniem dwéch
odmiennych uktadéw, albo techniki umozliwiajace pozytywna identyfikacje strukturalng, takie jak spektrometria
masowa, spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) itd. W przypadku chromatografii réwno-
leglej technik chromatograficznych wykorzystujacych t¢ samag faz¢ stacjonarng przy dwéch réznych ukladach
rozpuszczalnikow nie uwaza si¢ za odpowiednia weryfikacje tozsamosci metabolitu za pomocg dwéch metod,
poniewaz metody te nie sa niezalezne. Identyfikacj¢ poprzez chromatografi¢ rownolegla nalezy przeprowadzic
z zastosowaniem dwdch odmiennych, niezaleznych analitycznie uktadéw, takich jak chromatografia cienkowar-
stwowa w normalnym i odwréconym uklfadzie faz (TLC) i wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).
O ile rozdzielanie chromatograficzne charakteryzuje si¢ wystarczajaca jako$cia, dodatkowe potwierdzenie za
pomoca metod spektroskopowych nie jest potrzebne. Ewentualnie jednoznaczng identyfikacje mozna réwniez
uzyska¢, korzystajac z metod dostarczajacych informacje strukturalne, takich jak: chromatografia cieczowa/spek-
tometria masowa (LC-MS) lub chromatografia cieczowa/tandemowa spektometria masowa (LC-MS/MS), chroma-
tografia gazowa/spektometria masowa (GC-MS) oraz spektometria NMR.

43. Jezeli identyfikacja metabolitow obecnych na poziomie 5 % podanej dawki lub wyzszym jest niemozliwa,
w sprawozdaniu koncowym nalezy przedstawi¢ uzasadnienie/wyjasnienie. Aby uzyskaé lepsze zrozumienie
szlaku metabolicznego na potrzeby oceny zagrozenia lub ryzyka zwigzanego z badang substancja chemiczng,
wlasciwa moze by¢ identyfikacja metabolitéw stanowiacych mniej niz 5 % podanej dawki. W miar¢ mozliwosci
nalezy poda¢ potwierdzenie strukturalne. Moze ono obejmowal profilowanie w osoczu, krwi lub innych tkan-

kach.

Wydalanie

44. Szybkos¢ i stopient wydalania podanej dawki nalezy okresli¢ poprzez pomiar odsetka odzyskanej (promienio-
tworczej) dawki z moczu, katu i wydychanego powietrza. Dane te pomoga réwniez w okresleniu bilansu masy.
Tlosci badanej substancji chemicznej (promieniotworczosci) wydalonej w moczu, kale i wydychanym powietrzu
nalezy okresla¢ w odpowiednich odstgpach czasowych (zob. pkt 47-49). Doswiadczenia z powtarzanym dawko-
waniem nalezy odpowiednio zaprojektowad, aby umozliwi¢ zbieranie danych dotyczacych wydalin w celu
zrealizowania celéw opisanych w pkt 26. Umozliwi to poréwnanie z do$wiadczeniami z pojedyncza dawka.

45. Jezeli badanie pilotazowe wykazalo, ze w wydychanym powietrzu nie jest wydalana istotna ilo$¢ badanej
substancji chemicznej (promieniotworczoéci) (zgodnie z pkt 49), wéwczas w ostatecznym badaniu wydychane
powietrze nie musi by¢ gromadzone.

46. Kazde zwierze nalezy umiesci¢ w oddzielnej jednostce metabolicznej w celu zebrania wydalin (moczu, kalu
i wydychanego powietrza). Na koniec kazdego okresu zbierania (zob. pkt 47-49) jednostke metaboliczng nalezy
spluka¢ odpowiednim rozpuszczalnikiem (tzw. »material wyplukany z klatki), aby zapewni¢ maksimum
odzysku badanej substancji chemicznej (promieniotwérczosci). Zbieranie wydalin nalezy zakonczy¢ 7 dnia lub
po odzyskaniu co najmniej 90 % podanej dawki, w zaleznosci od tego, co nastapi wczesniej.

47. Catkowitg ilo$¢ badanej substancji chemicznej (promieniotwérczosci) w moczu nalezy okredli¢ dla przynajmniej
dwoch punktéw czasowych w pierwszym dniu zbierania, z czego jeden punkt powinien mie¢ miejsce
24 godziny po podaniu dawki, a nastgpnie kazdego dnia az do zakofczenia badania. Zachgca si¢ wybranie
wiecej niz dwoch punktéw zbierania moczu w pierwszym dniu (np. po 6, 12 i 24 godzinach). Nalezy prze-
analizowa¢ wyniki badan pilotazowych, aby uzyska¢ informacje dotyczace innych lub dodatkowych punktéw
czasowych w odniesieniu do zbierania moczu. Nalezy poda uzasadnienie harmonogramu zbierania.

48. Catkowita ilo$¢ badanej substancji chemicznej (promieniotwérczosci) w kale nalezy okresla¢ codziennie,
poczawszy od 24 godzin od podania dawki az do zakorficzenia badania, chyba ze badania pilotazowe wskazuja
na inne lub dodatkowe punkty czasowe w odniesieniu do zbierania kalu. Nalezy poda¢ uzasadnienie innego
harmonogramu zbierania katu.

49. Gromadzenie wydychanego CO, i innych lotnych materialéw mozna przerwaé w danym do$wiadczeniu badaw-
czym, jezeli w wydychanym powietrzu wykryto mniej niz 1 % podanej dawki w okresie zbierania powietrza
wynoszgcym 24 godziny.
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Badania przebiegu w czasie
Kinetyka osocza/krwi

50. Celem tych badan jest uzyskanie szacunkow dotyczacych podstawowych parametréw toksykokinetycznych [np.
Crnax Tmax Okres péltrwania (t; ), pole pod krzywa] w odniesieniu do badanej substancji chemicznej. Badania te
mozna przeprowadza¢ w ramach jednej dawki lub — co bardziej prawdopodobne — przy co najmniej dwéch
dawkach. Dawke nalezy okresli¢ zgodnie z charakterem do$wiadczenia lub zagadnieniem, ktérego ono dotyczy.
Dane dotyczgce kinetyki moga by¢ potrzebne w odniesieniu do takich kwestii, jak biodostepnos¢ badanej
substancji chemicznej, lub dla celow wyjasnienia skutkéw dawki dla klirensu (np. czy klirens jest nasycony
w sposob zalezny od dawki).

51. Na potrzeby tych badan w kazdej grupie otrzymujacej dawke powinny znalez¢ si¢ co najmniej cztery zwierzeta
jednej plci. Ple¢ wykorzystanych zwierzat nalezy uzasadni¢. Nalezy rozwazy¢ wykorzystanie obu plci (czterech
samcOw i czterech samic), jezeli istnieja dowody potwierdzajagce znaczne rdéznice w toksyczno$ci zwigzane
z plcig.

52. Po podaniu badanej substancji chemicznej (znakowanej izotopowo) nalezy pobraé prébki krwi od kazdego
zwierzgcia w odpowiednich punktach czasowych za pomoca odpowiedniej metody pobierania prébek. Rozmiar
i liczba prébek krwi, ktére mozna uzyskaé od pojedynczego zwierzecia, moga by¢ ograniczone potencjalnymi
skutkami powtarzanego pobierania probek na zdrowie/fizjologie zwierzecia lub czuloscig metody analityczne;.
Probki nalezy podda analizie w odniesieniu do kazdego zwierzecia. W pewnych okolicznosciach (np. przy
charakterystyce metabolitu) konieczne moze si¢ okaza¢ laczenie probek pochodzacych od wigcej niz jednego
zwierzgcia. Probki zbiorcze nalezy wyraznie zidentyfikowaé i podaé wyjasnienie aczenia probek. W przypadku
stosowania badanej substancji chemicznej znakowanej izotopowo wilasciwa moze by¢ analiza obecnej promie-
niotwérczosci ogdétem. W takiej sytuacji promieniotworczo$¢ ogélem nalezy przeanalizowaé w krwi pelnej
i osoczu lub w osoczu i krwinkach czerwonych, aby umozliwi¢ obliczenie wspdlczynnika podziatu krew/osocze.
W innych okolicznosciach konieczne moze by¢ bardziej szczegdtowe badanie wymagajace identyfikacji zwigzku
macierzystego lub metabolitéw badZ oceny wiazan biatkowych.

Kinetyka innych tkanek

53. Celem tych badan jest uzyskanie informacji na temat przebiegu w czasie, aby odpowiedzie¢ na pytania zwiazane
z takimi kwestiami, jak: charakter dzialania toksycznego, bioakumulacja lub biotrwalo§¢, poprzez okreslenie
pozioméw badanej substancji chemicznej w réznych tkankach. Wybor tkanek i liczba ocenianych punktéw
czasowych bedg zaleze¢ od kwestii, ktérg nalezy zbadad, i od bazy danych toksykologicznych dotyczacych
badanej substancji chemicznej. W projekcie tych dodatkowych badan kinetyki tkanek nalezy uwzgledni¢ infor-
macje zgromadzone zgodnie z opisem zawartym w pkt 37-40. Badania te moga obejmowaé dawkowanie
jednorazowe lub powtarzane. Nalezy przedstawi¢ szczegdlowe uzasadnienie zastosowanego podejicia.

54. Powody przeprowadzania badan kinetycznych innych tkanek moga obejmowac:

— dowody na wydtuzony okres péttrwania w krwi, co wskazuje na mozliwo$¢ akumulacji badanej substancji
chemicznej w réznych tkankach, lub

— cheé sprawdzenia, czy w okre$lonych tkankach osiagnigto poziom w stanie ustalonym (np. w badaniach
z powtarzanym dawkowaniem, nawet jezeli moglo doj$¢ do widocznego osiagnigcia poziomu ste¢zenia
badanej substancji chemicznej we krwi w stanie ustalonym, moze potrzebne by¢ upewnienie si¢, ze stan
ustalony zostal osiagnigty réwniez w tkankach docelowych).

55. W przypadku tego rodzaju badar przebiegu w czasie odpowiednig dawke badanej substancji chemicznej nalezy
poda¢ droga doustng co najmniej czterem zwierzetom na dawke w kazdym punkcie czasowym i monitorowaé
w wybranych tkankach przebieg dystrybucji w czasie. Mozna wykorzysta¢ tylko jedna ple¢, chyba ze zaobser-
wowano toksyczno$¢ zalezna od plci. To, czy analiza obejmie promieniotwérczo$¢ ogélem, czy substancje
macierzystg lub metabolity, bedzie tez zalezalo od kwestii, ktérej badanie dotyczy. Ocene dystrybucji w tkance
nalezy przeprowadzi¢ za pomocg odpowiednich technik.

Indukcja/inhibicja enzymatyczna
56. Badania dotyczace mozliwych skutkéw indukgjifinhibicji enzymatycznej lub biotransformacji badanej substancji

chemicznej mogg by¢ konieczne w co najmniej jednym z nastepujacych przypadkéw:

1) dostgpne dowody wskazujg na zalezno$¢ pomiedzy biotransformacja badanej substancji chemicznej a zwigk-
szong toksycznoscia;

2) dostepne dane dotyczace toksyczno$ci wskazujg na nieliniowg zalezno$¢ pomiedzy dawka a metabolizmem;

3) wyniki badan dotyczacych identyfikacji metabolitow wskazuja na identyfikacje potencjalnie toksycznego
metabolitu, ktéry mogl zostaé wytworzony poprzez Sciezke enzymatyczng wywolang przez badang
substancje chemiczng;

4) w odniesieniu do wyjasnienia skutkéw, co do ktérych zaklada si¢, ze s3 zwiazane ze zjawiskiem indukcji
enzymatycznej;
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5) jezeli w profilu metabolicznym badanej substancji zaobserwowano zmiany istotne pod wzgledem toksyko-
logicznym w ramach dos$wiadczen in vitro lub in vivo prowadzonych na innych gatunkach lub w innych
warunkach, konieczne moze by¢ scharakteryzowanie zaangazowanych enzyméw (np. enzymy fazy I, takie
jak izoenzymy ukladu monooksygenaz zaleznych od cytochromu P450, enzymy fazy II, takie jak izoenzymy
siarkotransferazy lub transferaza urydynodifosfoglukuronowa badZ wszelkie inne istotne enzymy). Informacje
te mozna wykorzysta¢ do oceny zasadno$ci wykorzystania danego gatunku w ekstrapolacji gatunkowe;.

Nalezy zastosowal odpowiednie protokoly badania stuzace do oceny zmian w toksykokinetyce zwigzanych
z badang substancjg chemiczng, poddane stosownej walidacji i uzasadnione. Przykladowy projekt badania
obejmuje powtarzane podawanie badanej substancji chemicznej nieznakowanej izotopowo, nastepnie podanie
w 14. dniu pojedynczej dawki znakowanej izotopowo lub powtarzane podawanie badanej substancji chemicznej
znakowanej izotopowo i pobieranie probek w 1., 7. i 14. dniu w celu okreslenia profilow metabolitow.
Powtarzane podawanie badanej substancji chemicznej znakowanej izotopowo moze réwniez dostarczy¢ infor-
macji na temat bioakumulacji (zob. pkt 26).

METODY UZUPELNIAJACE

Uzupehiajace rodzaje podejscia wykraczajace poza doswiadczenia in vivo opisane w niniejszej metodzie badaw-
czej mogg dostarczy¢ przydatnych informacji na temat wchlaniania, dystrybucji, metabolizmu i eliminacji
badanej substancji chemicznej u niektérych gatunkéw.

Wykorzystywanie informacji z badafi in vitro

W badaniach in vitro z zastosowaniem odpowiednich ukladéw badawczych mozna rozwazy¢ kilka kwestii
dotyczgcych metabolizmu badanej substancji chemicznej. Do badania mozliwych metabolitéw mozna wykorzy-
stywaé $wiezo wyizolowane lub hodowane hepatocyty i frakcje subkomérkowe (np. mikrosomy i cytozol lub
frakcje S9) watroby. Metabolizm miejscowy w organie docelowym, np. w plucu, moze mie¢ znaczenie dla oceny
ryzyka. Dla tych celéw uzyteczne moga by¢ mikrosomalne frakcje tkanek docelowych. Badania z mikrosomami
mogg by¢ przydatne, jezeli chodzi o uwzglednienie potencjalnych réznic pici i etapu Zycia oraz scharakteryzo-
wanie parametréw enzymatycznych (K, i V,,,), ktére moga pomdc w ocenie zaleznosci metabolizmu od dawki
w odniesieniu do pozioméw narazenia. Ponadto mikrosomy moga by¢ przydatne do identyfikowania konkret-
nych enzyméw mikrosomalnych bioracych udzial w metabolizmie badanej substancji chemicznej, ktére moga
by¢ istotne w ekstrapolacji gatunkowej (zob. tez pkt 56). Potencjal indukcji biotransformacji mozna réwniez
bada¢ przy uzyciu frakcji subkomérkowych watroby (np. mikrosoméw i cytozolu) zwierzat wczesniej
poddanych dzialaniu danej badanej substancji chemicznej, in vitro poprzez badania indukcji w hepatocytach
lub z wykorzystaniem okre$lonych linii komérkowych oddajacych odpowiednie enzymy. W pewnych okolicz-
noéciach i w odpowiednich warunkach mozna wzig¢ pod uwage uzycie frakcji subkomérkowych pochodzacych
z tkanek ludzkich w celu okreslenia potencjalnych réznic migdzy gatunkami pod wzgledem biotransformacji. Te
wyniki badan in vitro moga réwniez by¢ przydatne do opracowania modeli PBTK (5).

Badania wchlaniania przez skorg in vitro moga dostarczy¢ dodatkowych informacji na potrzeby scharakteryzo-
wania wchianiania (6).

Na potrzeby kwestii podobnych do tych, w ktérych bada si¢ mikrosomy watroby, mozna wykorzystywal
pierwotne hodowle komérkowe z komérek watroby i platy $wiezej tkanki. W niektérych przypadkach
mozna uzyska¢ odpowiedZ na konkretne pytania przy uzyciu linii komorkowych o okreslonej ekspresji odpo-
wiedniego enzymu lub modyfikowanych linii komérkowych. W pewnych sytuacjach przydatne moze byé
przeanalizowanie za pomocg badan in vitro zahamowania i indukowania okreslonych izoenzyméw cytochromu
P450 (np. CYP1A1, 2E1, 1A2 i in.) lub enzymdw fazy Il przez zwigzek macierzysty. Uzyskane informacje moga
by¢ uzyteczne w odniesieniu do zwigzkéw o podobnej strukturze.

Wykorzystywanie danych toksykokinetycznych z badan toksycznosci jako informacji uzupelniajacych

Analiza probek krwi, tkanek lub wydalin uzyskanych podczas przeprowadzania wszelkich innych badan toksycz-
nosci moze dostarczy¢ danych na temat biodostepnosci, zmian stezenia w osoczu w czasie (pole pod krzywa,
Cpnay)» potencjatu bioakumulacji, klirensu oraz zmian metabolizmu i kinetyki zaleznych od plci lub etapu zycia.

Rozwazania dotyczace projektu badania mozna wykorzystal, aby odpowiedzie¢ na pytania odnoszace si¢ do:
nasycenia szlakéw wchlaniania, biotransformacji lub wydalania przy wyzszych poziomach dawkowania; dzia-
tania nowych szlakéw metabolicznych przy wigkszych dawkach oraz ograniczenia toksycznych metabolitow do
wyzszych dawek.

W innych rozwazaniach zwiazanych z ocena zagrozenia mozna uwzgledniaé takie kwestie, jak:

— zwigzana z wiekiem wrazliwo$¢ wynikajaca z réznic w statusie bariery krew-mozg, zdolnosci metabolicznej
nerek lub zdolnosciach detoksykacyjnych,

— wrazliwo$¢ subpopulacji wynikajaca z réznic w zdolnosci do biotransformacji lub innych réznic toksyko-
kinetycznych,

— stopien narazenia plodu poprzez transfer przeztozyskowy substancji chemicznych lub noworodka poprzez
laktacje.
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Korzystanie z modelowania toksykokinetycznego

65. Modele toksykokinetyczne mogg by¢ przydatne do réznych aspektéw oceny zagrozenia i ryzyka, na przyklad do
przewidzenia narazenia ogélnoustrojowego i dawki w odniesieniu do tkanek wewnetrznych. Ponadto moga
zapewni¢ odpowiedzi na okrelone pytania dotyczace charakteru dziatania. Modele te mogg stanowi¢ podstawe
ekstrapolacji w odniesieniu do gatunku, drég narazenia i schematéw dawkowania oraz podstawe oceny ryzyka
dla ludzi. Dane przydatne do opracowania fizjologicznych modeli toksykokinetycznych (PBTK) dla badanej
substancji chemicznej podawanej danemu gatunkowi obejmuja 1) wsp6tczynniki podziatu; 2) state biochemiczne
i parametry fizjologiczne; 3) parametry wchlaniania dla poszczegdlnych drég narazenia; oraz 4) dane kinetyczne
in vivo do oceny modelu [np. parametry klirensu dla odpowiednich (> 10 %) drég wydalania, K, i V,,, dla
metabolizmu]. Dane do$wiadczalne wykorzystane do opracowywania modelu nalezy wygenerowaé za pomocg
wiarygodnych naukowo metod, a wyniki modelu podda¢ walidacji. Parametry specyficzne dla badanej substanciji
chemicznej i gatunku, takie jak: wspolczynniki wchlaniania, podzial krew-tkanka i stale metaboliczne, czgsto
okresla sie w celu ulatwienia opracowania modeli nieopartych na przedziatach lub modeli fizjologicznych (7).

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

66. Zaleca si¢, aby sprawozdanie z badania zawieralo spis tresci.

Tre$é sprawozdania

67. Tre$¢ sprawozdania powinna obejmowac informacje uwzglednione w niniejszej metodzie badawczej, ktére
nalezy uporzadkowaé w sekcje i punkty w nastepujacy sposob:

Streszczenie

68. Ta sekcja sprawozdania z badania powinna zawiera¢ streszczenie projektu badania i opis zastosowanych metod.
Nalezy w niej réwniez podkresli¢ kluczowe wyniki dotyczace bilansu masy, charakteru i ilosci metabolitéw,
pozostatosci w tkankach, klirensu, potencjatu bioakumulacji, roznic zwigzanych z plcig itd. Streszczenie nalezy
przedstawi¢ w sposob na tyle szczegélowy, aby umozliwi¢ oceng wynikéw.

Wprowadzenie

69. Ta sekcja sprawozdania powinna obejmowaé cele badania, jego uzasadnienie i projekt, a takze odpowiednie
zrédta i informacje wprowadzajace.

Materialy i metody

70. Ta sekcja sprawozdania powinna zawiera¢ szczegblowy opis wszystkich istotnych informacji, w tym:
a) Badana substancja chemiczna

Ta podsekcja powinna zawiera¢ identyfikacje badanej substancji chemicznej: nazwe chemiczng, strukture
molekularng, jako$ciowe i iloSciowe oznaczenie jej skladu chemicznego, czysto$¢ chemiczng i w miare
mozliwosci rodzaj i ilosci jakichkolwiek zanieczyszczen. Powinna réwniez obejmowac informacje dotyczace
wlasciwosci fizykochemicznych, w tym stanu skupienia, barwy, catkowitej rozpuszczalnosci lub wspotezyn-
nika podziatu, stabilnoéci oraz w stosownych przypadkach dzialania zracego. W stosownych przypadkach
nalezy przedstawi¢ informacje na temat izomeréw. Jezeli badana substancja chemiczna jest znakowana
izotopowo, w tej podsekgji nalezy podaé nastepujace informagje: typ nuklidu promieniotworczego, pozycje
znacznika, aktywno$¢ wlasciwg i czysto$¢ radiochemiczna.

Nalezy podaé typ lub opis wszelkich no$nikéw, rozpuszczalnikéw, nosnikéw zawiesin oraz emulgatoréw lub
innych materialéw wykorzystywanych do podawania badanej substancji chemicznej.

b) Badane zwierzeta

Ta podsekcja powinna zawiera¢ informacje na temat badanych zwierzat, w tym dotyczace wyboru i uzasad-
nienia wyboru gatunku, szczepu i wieku w chwili rozpoczecia badania, plci, jak rowniez masy ciala, stanu
zdrowia i hodowli.

¢) Metody

Ta podsekcja powinna zawieraé szczeg6ltowe informacje na temat projektu badania i zastosowanej metodyki.
Powinna obejmowa¢ opis:

(1) w stosownych przypadkach — uzasadnienia wszelkich zmian drogi narazeniu i warunkéw narazenia;
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(2) uzasadnienia wyboru pozioméw dawkowania;

(3) w stosownych przypadkach — opis badan pilotazowych wykorzystanych w ukladzie doswiadczalnym
dalszych badan. Nalezy przedstawi¢ dane potwierdzajace badanie pilotazowe;

(4) sposobu przygotowywania roztworéw dawek oraz rodzaju rozpuszczalnika lub noénika, jezeli zostal
uzyty,

(5) liczby grup badanych i liczby zwierzgt na grupe;

(6) pozioméw dawkowania i objetosci dawek (oraz aktywnosci wlasciwej dawki w przypadku zastosowania
izotopéw promieniotwérczych);

(7) drogi i metody podawania;

(8) czgstotliwosci dawkowania;

(9) okresu wstrzymania podawania pokarmu (jezeli zastosowano);
(10) promieniotwodrczo$ci na zwierzg ogétem;
(11) postepowania ze zwierzetami;
(12) pobierania prébek i postepowania z nimi;

(13) metod analitycznych wykorzystanych w celu oddzielenia, pomiaru ilosciowego i identyfikacji metabo-
litéw;

(14) granicy wykrywalno$ci w odniesieniu do zastosowanych metod;

(15) innych zastosowanych pomiaréw i procedur doswiadczalnych (w tym walidacji metod wykorzystanych
do analizy metabolitow).

Analiza statystyczna

Jezeli do analizy wynikéw badania zastosowano analiz¢ statystyczng, woéwczas sprawozdanie powinno
zawiera¢ wystarczajgce informacje dotyczace uzytych metod analizy i oprogramowania komputerowego,
tak aby niezalezny recenzent/statystyk mégt dokonaé powtdrnej oceny i odtworzy¢ analizg.

W przypadku badan z wykorzystaniem modeli ukladéw, takich jak fizjologiczny model toksykokinetyczny
(PBTK), prezentacja modeli powinna obejmowaé pelny opis modelu, aby umozliwi¢ jego niezalezna rekon-
strukcje i walidacje (zob. pkt 65 i dodatek: Definicje).

Wyniki

Wszystkie dane nalezy zestawi¢ w formie tabeli z odpowiednig oceng statystyczng oraz opisa w tekscie tej
sekgji. Dane z pomiaréw promieniotwérczo$ci nalezy stresci¢ i przedstawi¢ w formie odpowiedniej dla badania,
zwykle w ekwiwalentach mikrograméw lub miligraméw na masg probki, chociaz mozna zastosowa¢ takze inne
jednostki. Sekcja ta powinna zawieraé ilustracje graficzne wynikow, kopie reprezentatywnych danych chromato-
graficznych i spektrometrycznych, nazwy|oznaczenie ilo$ciowe metabolitow oraz proponowane szlaki metabo-
liczne, w tym struktur¢ molekularng metabolitéw. Ponadto w stosownych przypadkach nalezy zawrze¢ w tej
sekgji nastgpujace informacje:

(1) ilo$¢ i procent odzysku promieniotwérczosci w moczu, kale, wydychanym powietrzu oraz w plynach

pozostalych po myciu klatek z moczu i katu.

— w przypadku badaf z zastosowaniem dermalnej drogi podania nalezy réwniez uwzgledni¢ dane doty-
czace odzysku badanej substancji chemicznej ze skéry poddanej dzialaniu substancji i plynéw pozosta-
tych po przemywaniu skéry oraz rezydualnej promieniotwérczosci w skorze, opisujac przy tym urzg-
dzenie i jednostke metaboliczng, a takze wyniki badania przemywania skory. Dalsze oméwienie — zob.
pkt 74-77,

— w przypadku badaf z zastosowaniem inhalacyjnej drogi podania nalezy réwniez uwzgledni¢ dane
dotyczgce odzysku badanej substancji chemicznej z pluc i tkanek nosa (8). Dalsze oméwienie — zob.
pkt 78;
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72.

73.

74.

(2) dystrybucje w tkankach, wyrazona jako procent podanej dawki i stezenia (w ekwiwalentach mikrograméw
na gram tkanki), oraz proporcje tkanki do krwi lub tkanki do osocza;

(3) bilans materiatowy opracowany na podstawie kazdego badania wiazacego si¢ z testami tkanek ciata i wyda-
lin;

(4) stezenie w osoczu i parametry toksykokinetyczne (biodostepnosé, pole pod krzywa, Cpay Tmae Klirens,
okres péltrwania) po podaniu wiaiciwa droga (drogami) narazenia;

(5) szybko$¢ i stopien wchianiania badanej substancji chemicznej po podaniu wlasciwg droga (drogami) nara-
zenia;

(6) ilosci badanej substancji chemicznej i metabolitow (wyrazone jako procent podanej dawki) zebranych
w wydalinach;

(7) odniesienie do danych w zalaczeniu, zawierajacych dane dotyczace poszczegdlnych zwierzat w odniesieniu
do wszystkich punktéw koficowych pomiaréw (np. dawkowanie, procent odzysku, stezenia, parametry
toksykokinetyczne itp.);

(8) rysunek, na ktérym przedstawione sg proponowane szlaki metaboliczne i struktura molekularna metaboli-
tow.

Omdwienie i wnioski

W tej sekgji autor lub autorzy powinni:

(1) podaé proponowany szlak metaboliczny na podstawie wynikéw metabolizmu i rozmieszczenia badanej
substancji chemicznej;

(2) oméwic ewentualne réznice migdzy gatunkami i piciami pod wzgledem rozmieszczenia lub biotransformacji
badanej substancji chemicznej;

(3) zestawi¢ w formie tabeli i oméwi¢ w stosownych przypadkach rodzaj i ilo§¢ metabolitéw, klirens, potencjat
bioakumulacji oraz poziom pozostalosci zwigzku macierzystego lub metabolitéw w tkankach, a takze
mozliwe zmiany parametréw toksykokinetycznych uwarunkowane dawka;

(4) whaczy¢ do tej sekeji wszelkie istotne dane toksykokinetyczne uzyskane w trakcie prowadzenia badan
toksycznosci;

(5) podaé zwiezla konkluzje, ktéra moga potwierdzaé wyniki badania;
(6) dodaé sekcje (w razie potrzeby lub w stosownych przypadkach).

Dodatkowe sekcje nalezy wykorzystaé do zamieszczenia potwierdzajgcych danych bibliograficznych, tabel,
rysunkéw, dodatkéw itp.

ALTERNATYWNE DROGI NARAZENIA
Droga dermalna
Poddawanie dziataniu substancji drogg dermalng

Niniejsza sekcja zawiera szczegélowe informacje na temat badania toksykokinetyki badanej substancji
chemicznej podawanej droga dermalng. W odniesieniu do wchlaniania przez skére nalezy zapoznal sig
z rozdzialem B.44 niniejszego zalgcznika [Absorpcja przez skére: metoda in vivo (9)]. W przypadku innych
punktéw koficowych, takich jak dystrybucja i metabolizm, mozna stosowal niniejsza metodg badawcza B.36.
Przy poddawaniu dziataniu badanej substancji chemicznej droga dermalna nalezy zastosowa¢ co najmniej jeden
poziom dawkowania. Badana substancja chemiczna (np. czysty, rozcieficzony lub zmieszany material zawiera-
jacy badang substancj¢ chemiczng, ktéry nakladany jest na skorg) powinna by¢ taka sama (lub by¢ realistycznym
surogatem) jak substancja, na ktérej dzialanie narazeni moga by¢ ludzie lub inne potencjalne gatunki docelowe.
Poziom (poziomy) dawkowania nalezy wybra¢ zgodnie z pkt 20-26 niniejszej metody badawczej. Czynniki,
ktére mozna wzia¢ pod uwage przy doborze dawki na skore, obejmuja oczekiwane narazenie ludzi lub dawki,
przy ktérych w innych badaniach toksycznosci dermalnej zaobserwowano toksyczno$é. Dawka (dawki) na skére
nalezy w razie potrzeby rozpusci¢ w odpowiednim no$niku i aplikowaé w ilosci odpowiedniej do dostarczenia
dawki. Tuz przed badaniem nalezy wystrzyc sier§¢ na grzbietowej powierzchni tutowia badanych zwierzat.
Mozna zastosowal golenie, lecz nalezy je przeprowadzi¢ okolo 24 godziny przed rozpoczgciem badania.
Podczas przycinania lub golenia sierSci nalezy uwazaé, aby nie uszkodzi¢ skéry, gdyz mogloby to
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zmieni¢ jej przepuszczalno$é. Na potrzeby zastosowania badanej substancji chemicznej nalezy usunaé sier§é
z ok. 10 % powierzchni ciata. W przypadku substancji wysoce toksycznych mozna je nanie$¢ na powierzchnie
mniejszg niz ok. 10 %, jednak nalezy dazy¢ do tego, aby pokry¢ jak najwigkszy obszar cienka i réwnomierng
warstwg. We wszystkich grupach w badaniu narazenia dermalnego nalezy wykorzysta¢ taka sama powierzchnie
poddawania dziataniu substancji. Powierzchnig, na ktérg dawkowana jest substancja, trzeba chroni¢ odpowiednia
dobrze umocowang ostong. Zwierzgta powinny by¢ trzymane oddzielnie.

75. Nalezy przeprowadzi¢ badanie przemywania skéry w celu oszacowania ilosci aplikowanej dawki badanej
substancji chemicznej, ktérg mozna usung¢ ze skory przez umycie tagodnym mydlem i wodg powierzchni
skéry poddanej dziataniu tej substancji. Badanie to moze réwniez poméc w okresleniu bilansu masy, gdy badana
substancja chemiczna podawana jest droga dermalng. Dla celéw tego badania przemywania skory nalezy dwém
zwierzgtom podaé pojedyncza dawke badanej substancji chemicznej. Wyboru poziomu dawkowania dokonuje
si¢ zgodnie z pkt 23 niniejszej metody badawczej (zob. réwniez pkt 76, w ktérym oméwiono czasu kontaktu ze
skora). llosci badanej substancji chemicznej odzyskane w plynach pozostalych po przemywaniu nalezy okresli¢,
aby oszacowa¢ skuteczno$¢ usuwania tej substancji poprzez mycie.

76. Badana substancje chemiczng nalezy nalozy¢ na skére i trzymaé przez co najmniej 6 godzin, o ile nie unie-
mozliwia tego dziatanie zrace tej substangji. Po zdjeciu ostony obszar poddany dziataniu substancji nalezy umy¢
zgodnie z procedurg okreslona w badaniu przemywania skory (zob. pkt 75). Zaréwno ostone, jak i plyny
pozostale po przemywaniu nalezy poddaé analizie pod katem pozostalosci badanej substancji chemicznej. Na
zakoriczenie badania kazde zwierz¢ nalezy humanitarnie u$mierci¢ zgodnie z (2) i usuna¢ skére¢ poddawana
dzialaniu substancji. Odpowiedni wycinek tej skory nalezy poddaé analizie w celu okreslenia pozostatosci
badanej substancji chemicznej (promieniotwodrczosci).

77. Dla celéw toksykokinetycznej oceny produktéw farmaceutycznych potrzebne moga by¢ odmienne procedury,
zgodne z odpowiednim systemem regulacji.

Droga inhalacyjna

78. Nalezy zastosowa¢ jedno stezenie (lub w razie potrzeby wigksza liczbe stezef) badanej substancji chemicznej.
Stezenie (stgzenia) nalezy wybral zgodnie z pkt 20-26 niniejszej metody badawczej. Zabiegi poddawania
dzialaniu substancji droga inhalacyjng nalezy przeprowadzaé przy uzyciu przyrzadu z maska inhalacyjng umoz-
liwiajaca narazenie tylko przez nos lub tylko glowy, aby zapobiec wchlanianiu substancji innymi drogami
narazenia (8). Jezeli stosowane sa inne warunki narazenia inhalacyjnego, nalezy udokumentowaé uzasadnienie
zmiany procedury. Czas trwania narazenia droga inhalacyjng powinien by¢ okre$lony; typowe narazenie trwa
4-6 h.
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Dodatek

DEFINICJE

Wchianianie: proces absorpcji chemikaliéw w glab tkanek lub przez tkanki. Wchianianie dotyczy zwiagzku macierzystego
i wszystkich jego metabolitow. Nie myli¢ z »biodostepnoscig«.

Akumulacja (bioakumulacja): wzrost ilosci badanej substancji chemicznej w czasie w tkankach (zwykle tkankach tlusz-
czowych w nastgpstwie powtarzanego narazenia); jesli ilo§¢ badanej substancji chemicznej wprowadzana do organizmu
jest wigksza niz szybko$¢, z jaka jest wydalana, organizm gromadzi t¢ substancje i moze doj$¢ do osiagnigcia toksycznego
stezenia badanej substancji chemicznej.

ADME: akronim »Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion« (ang. wchlanianie, dystrybucja, metabolizm
i wydalanie).

AUC: (pole pod krzywa stezenia w osoczu w czasie): pole pod krzywa na wykresie stezenia badanej substancji
chemicznej w osoczu w czasie. Oznacza ono calkowitg ilos¢ badanej substancji chemicznej wchlonietg przez organizm
we wezesniej okreSlonym czasie. W warunkach liniowych AUC (od czasu zerowego do nieskoriczonosci) jest propor-
cjonalne do calkowitej iloici badanej substancji chemicznej wchlonigtej przez organizm, niezaleznie od tempa wchlania-
nia.

Autoradiografia: (autoradiografia calego ciala): stosowana w celu jakoSciowego lub ilosciowego okreslenia umiejs-
cowienia w tkankach badanej promieniotwérczej substancji chemicznej; w technice tej wykorzystuje si¢ klisze rentge-
nowska lub - od niedawna — obrazowanie cyfrowe z uzyciem fosforu w celu zwizualizowania radioaktywnie znakowa-
nych czasteczek lub fragmentoéw czasteczek poprzez rejestrowanie promieniowania emitowanego w badanym obiekcie.
W poréwnaniu z sekcjg narzadéw iloSciowa autoradiografia calego ciala moze mie¢ pewne zalety dla oceny dystrybucji
badanej substancji chemicznej oraz oceny catkowitego odzysku i rozkladu materiatu promieniotwérczego w tkankach.
Jedna z istotnych zalet jest na przyklad to, ze autoradiografia moze by¢ stosowana na zabarwionym modelu zwierzecym
w celu ocenienia ewentualnego laczenia si¢ badanej substancji chemicznej z melaning, ktéra moze wiazaé si¢ z pewnymi
czgsteczkami. Mimo ze technika ta moze zapewni¢ obejmujacy cale cialo wygodny przeglad miejsc wigzania o duzej
zdolnosci i niskim powinowactwie, moze ona jednak by¢ ograniczona pod wzgledem rozpoznawania swoistych miejsc
docelowych, takich jak miejsca wigzania receptordéw, gdzie wykrycie wymaga stosunkowo wysokiej rozdzielczosci oraz
wysokiej czulo$ci. W przypadku korzystania z autoradiografii doswiadczenia majace na celu okreslenie bilansu masy
podawanego zwiazku nalezy przeprowadzal jako odrgbng grupe lub w ramach oddzielnego badania, poczawszy od
doswiadczenia dotyczacego dystrybucji w tkankach, polegajacego na homogenizacji wszystkich wydalin (ktére moga
réwniez obejmowaé wydychane powietrze) i calych cial oraz poddaniu ich analizie za pomocg scyntylacyjnego licznika
cieczowego.

Wydalanie z zélcig: wydalanie z drog zolciowych.
Bioakumulacja: zob. »akumulacjac.

Biodostepnosé: utamek podanej dawki, jaki dociera do krazenia ogdlnego lub jest udostepniany na miejscu aktywnosci
fizjologicznej. Zazwyczaj biodostepno$¢ badanej substancji chemicznej odnosi si¢ do zwigzku macierzystego, lecz moze
dotyczy¢ tez jego metabolitu. Uwzglednia si¢ w jej ramach tylko jedna forme chemiczng. Uwaga: biodostepno$¢ i wchta-
nianie nie sg tozsame. Réznica migdzy np. wchlanianiem po podaniu doustnym (tj. obecnoscia w Scianie jelita i krazeniu
wrotnym) a biodostgpnoscia (tj. obecno$cig w krwi w krazeniu ogélnym i w tkankach) moze by¢ spowodowana miedzy
innymi rozkladem chemicznym wskutek metabolizmu w $cianie jelita lub wyplywu z powrotem do $wiata jelita lub
pierwszym przejSciem przez watrobe (10). Biodostepnos¢ skladnika toksycznego (zwigzku macierzystego lub metabolitu)
jest krytycznym parametrem w ocenie ryzyka dla ludzi (ekstrapolacja dawki duzej do malej, ekstrapolacja drogi do drogi),
stuzacym wyprowadzeniu warto$ci wewnetrznej z zewngtrznego NOAEL lub BMD (zastosowana dawka). W odniesieniu
do skutkéw dla watroby po podaniu droga pokarmows wystarcza wchlanianie po podaniu doustnym, jednak dla kazdego
skutku innego niz wystepujacy w miejscu wprowadzenia danej substancji to biodostepno$é, nie wchlanianie, jest na ogét
bardziej wiarygodnym parametrem na potrzeby dalszego zastosowania w ocenie ryzyka.

Biotrwalo$¢: zob. »trwatosée.

Biotransformacja: (zwykle enzymatyczna) przemiana chemiczna badanej substancji chemicznej w inng substancje
chemiczng zachodzgca w ciele. Synonim »metabolizmuc.

Crax maksymalne (szczytowe) stezenie we krwi (osoczufsurowicy krwi) po podaniu lub maksymalne (szczytowe)
wydalanie (z moczem lub kalem) po podaniu.

Klirens: ilociowa miara szybkosci, z jaka badana substancja chemiczna jest usuwana z krwi, osocza lub okreslonej tkanki
w jednostce czasu.

Przedzial: strukturalna lub biochemiczna czg$¢ (lub jednostka) ciala, tkanki lub komoérki, ktéra jest oddzielona od reszty.

Sciezki detoksykacji: szereg etapéw prowadzacych do eliminacji toksycznych chemikaliow z organizmu poprzez
przemiang metaboliczng lub wydalenie.
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Dystrybucja: rozproszenie badanej substancji chemicznej i jej pochodnych w calym organizmie.

Enzymy/izoenzymy: bialka, ktére katalizujg reakcje chemiczne. Izoenzymy s3 enzymami, ktére katalizuja podobne
reakcje chemiczne, lecz rdznig si¢ sekwencjg aminokwaséw.

Parametry enzymatyczne: K : stala Michaelisa oraz V,,,,: predko$¢ maksymalna.

Wydalanie: proces lub procesy, w drodze ktérych podana badana substancja chemiczna lub jej metabolity sa usuwane
Z organizmu

Egzogennie: wprowadzony spoza organizmu lub ukladu lub wytworzony poza nimi.

Ekstrapolacja: wywodzenie jednej nieznanej warto$ci lub wiekszej ich liczby w oparciu o to, co jest znane lub zostato
zaobserwowane.

Okres péltrwania (t;)): czas, jaki musi uplyna¢, by stezenie badanej substancji chemicznej zmniejszyto si¢ o potowe
w danym przedziale. Zazwyczaj odnosi si¢ do stezenia w osoczu lub iloSci badanej substancji chemicznej w calym
organizmie.

Indukcja/indukcja enzymatyczna: synteza enzyméw w odpowiedzi na bodziec srodowiskowy lub czasteczke induktora.

Liniowo$¢/kinetyka liniowa: proces jest liniowy pod wzgledem kinetyki, gdy wszystkie predkosci wnikania miedzy
przedzialami s3 proporcjonalne do obecnych ilosci lub stezen, tj. sg pierwszego rzedu. W zwiazku z tym wartoci
Klirensu i dystrybucji sa stale, podobnie jak okresy poéltrwania. Osiagane ste¢zenia sa proporcjonalne do szybkosci
dawkowania (narazenia), a akumulacja jest latwiejsza do przewidzenia. Liniowos¢/nieliniowo$¢ mozna oceni¢ przez
poréwnanie odpowiednich parametréw, np. pola pod krzywa po réznych dawkach lub po narazeniu jednorazowym
i powtarzanym. Brak zaleznosci od dawki moze wskazywa¢ na nasycenie enzyméw biorgcych udzial w metabolizmie
danego zwiazku chemicznego, zwigkszenie pola pod krzywa po powtarzanym narazaniu w poréwnaniu z narazeniem
jednorazowym moze $wiadczy¢ o zhamowaniu metabolizmu, a zmniejszenie pola pod krzywa moze by¢ oznaka indukcji
metabolizmu [zob. réwniez (11)].

Bilans masy: rozliczanie badanej substancji chemicznej wchodzacej do ukladu i wychodzacej z niego.
Bilans materialowy: zob. »bilans masy«.

Mechanizm (charakter) toksyczno$ci/mechanizm (charakter) dzialania: mechanizm dziatania odnosi si¢ do konkret-
nych interakcji biochemicznych, przez ktére badana substancja chemiczna powoduje swéj skutek. Charakter dziatania
odnosi si¢ do bardziej ogdlnych szlakéw prowadzacych do toksycznosci badanej substancji chemiczne;.

Metabolizm: synonim »biotransformagjic.
Metabolity: produkty metabolizmu lub proceséw metabolicznych.

Wchlanianie po podaniu doustnym: procent dawki badanej substancji chemicznej wchlonigty z miejsca podania (tj.
z przewodu pokarmowego). Ten krytyczny parametr mozna wykorzystal, aby dowiedzie¢ si¢, jaki ulamek podanej
badanej substancji chemicznej dociera do zyly wrotnej, a p6zniej do watroby.

Wspolczynnik podziatu: znany takze jako wspélezynnik dystrybucji, jest miara réznicowej rozpuszczalnosci substancji
chemicznej w dwoch rozpuszczalnikach.

Szczytowe poziomy stezenia we krwi (osoczu/surowicy krwi): maksymalne (szczytowe) stezenie we krwi (osoczu/

surowicy krwi) po podaniu (zob. takze »C,.9).

Trwalo$é (biotrwalos¢): dtugotrwala obecno$¢ substancji chemicznej (w ukladzie biologicznym) ze wzgledu na odpor-
no$¢ na rozklad/eliminacje.

Przekréj: informacje na temat punktu koricowego jednej substancji chemicznej lub wigkszej ich liczby sa wykorzy-
stywane do przewidywania punktu koficowego docelowej substancji chemicznej.

Mikroskopowa autoradiografia receptorowa (lub mikroautoradiografia receptorowa): technika ta moze by¢ wykorzy-
stywania do badania interakcji ksenobiotykéw z okreslonymi miejscami tkanek lub populacjami komérek, jak na przyklad
w badaniach dotyczacych wigzania receptorow lub okreslonego charakteru dzialania, ktore moga wymaga¢ wysokiej
rozdzielczosci oraz wysokiej czulosci, jakie moga by¢ niemozliwe do osiagnigcia przy uzyciu innych technik, takich jak
autoradiografia calego ciala.

Droga podania (doustna, dozylna, dermalna, inhalacyjna itp.): odnosi si¢ do sposobu wprowadzenia substancji chemicz-
nych do ciala (np. doustnie za pomoca sondy, doustnie z pokarmem, przez skorg, przez drogi oddechowe, dozylnie itd.).
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Nasycenie: stan, w ktérym co najmniej jeden z proceséw kinetycznych (np. wchlanianie, metabolizm lub klirens) ma
warto$¢ maksymalng (odczyt »nasycony«).

Czuto$é: zdolno$¢ metody lub instrumentu do rozrdzniania reakcji pomiarowych reprezentujacych rézne poziomy
przedmiotowej zmiennej.

Poziomy stezenia we krwi (osoczu) w stanie ustalonym: stan nierdwnowagi otwartego ukladu, w ktérym wszystkie
sity dzialajace na ten uklad sa dokladnie rownowazone przez sily przeciwstawne w taki sposéb, ze wszystkie jego
elementy maja niezmienne stezenie, mimo ze substancja plynie przez uklad.

Modelowanie ukladéw (fizjologiczny model toksykokinetyczny, model farmakokinetyczny, farmakokinetycznymodel
fizjologiczny, model biologiczny itp.): abstrakcyjny model, w ktérym uzywa si¢ jezyka matematycznego do opisu
zachowania ukladu.

Tkanka docelowa: tkanka, w ktérej przejawia si¢ gtéwne szkodliwe dziatanie substancji toksyczne;j.

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja chemiczna lub mieszanina badana za pomocy niniejszej metody
badawczej.

Dystrybucja w tkankach: odwracalny ruch badanej substancji chemicznej z jednego miejsca w ciele do drugiego.
Dystrybucje w tkankach mozna badal poprzez wycigcie organéw, ich homogenizacj¢, spalenie i poddanie analizie za
pomocy scyntylacyjnego licznika cieczowego badz tez jakoSciowa lub ilosciowa autoradiografie calego ciala. Pierwsza
z tych metod jest przydatna do uzyskania stezenia i procentu odzysku z tkanek i reszty ciala takich samych zwierzat, lecz
moze nie mie¢ rozdzielczo$ci pozwalajacej na zbadanie wszystkich tkanek, a catkowity odzysk moze by¢ mniejszy niz
w warunkach idealnych (< 90 %). Zob. definicja drugiej metody powyzej.

Tax czas do osiagniecia Cp,y.

Toksykokinetyka (farmakokinetyka): badanie wchianianie, dystrybucji, metabolizmu i wydalania substancji chemicznych
wzgledem czasu.

Walidacja modeli: proces oceny odpowiednio$ci modelu do spdjnego opisania dostepnych danych toksykokinetycznych.
Modele moga by¢ oceniane poprzez statystyczne i wizualne poréwnanie modelowych prognoz z wartosciami do§wiad-
czalnymi w stosunku do wspdlnej zmiennej niezaleznej (np. czasu). Nalezy uzasadni¢ zakres oceny w odniesieniu do
zamierzonego zastosowania modelu.”

8) dodaje si¢ rozdziat B.52:

,B.52. OSTRA TOKSYCZNOSC INHALACYJNA - METODA KLAS OSTRE] TOKSYCZNOSCI

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna dotyczacej badai wytycznej OECD nr 436 (2009). Dotyczacy
badan ostrej toksycznosci inhalacyjnej wytyczna nr 403 przyjeto po raz pierwszy w 1981 r., nastgpnie jednak
wprowadzano do niej zmiany (zob. rozdzial B.2 niniejszego zalacznika (1). Opracowanie metody klas ostrej
toksycznosci dla toksycznosci inhalacyjnej (2) (3) (4) uznano za wlasciwe po przyjeciu zmienionej metody klas
ostrej toksycznosci dla toksycznosci doustnej (rozdziat B.1 tris niniejszego zatacznika) (5). Retrospektywna ocena
dzialania badawczej metody klas ostrej toksycznosci dla ostrej toksycznosci inhalacyjnej wykazata, ze metoda ta
jest odpowiednia do zastosowania na potrzeby klasyfikacji i oznakowania (6). Badawcza metoda klas ostrej
toksycznosci dla toksycznosci inhalacyjnej pozwoli na przeprowadzenie szeregu dzialan z zastosowaniem okre-
Slonych stezen docelowych w celu ustanowienia klasyfikacji toksyczno$ci badanej substancji chemicznej. Jako
kluczowy punkt koncowy stosuje si¢ Smiertelno$¢, jednak zwierzg¢ta do$wiadczajace silnego bolu lub stresu,
cierpigce lub ktére nieuchronnie czeka zgon, nalezy w humanitarny sposéb u$mierci¢ w celu zminimalizowania
ich cierpienia. Wytyczne dotyczgce humanitarnego punktu koncowego sg dostepne w wytycznych OECD nr 19

).

2. Wytyczne dotyczace przeprowadzania i interpretacji wynikéw niniejszej metody badawczej mozna znalezé
w dotyczgcych badania ostrej toksycznosci inhalacyjnej wytycznych nr 39 (GD 39) (8).

3. Definicje zastosowane w kontekscie niniejszej metody badawczej przedstawiono w dodatku 1 oraz w GD 39 (8).

4. Niniejsza metoda badawcza umozliwia uzyskanie informacji na temat niebezpiecznych wiasciwosci badanej
substancji chemicznej oraz pozwala na jej oceng i klasyfikacje zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008
dotyczacym klasyfikacji substancji chemicznych powodujacych ostrg toksycznos¢ (9). Jesli wymagana jest esty-
macja punktowa wartosci LCsq lub analizy zaleznosci st¢zenie-odpowiedZ, odpowiednig metoda badawcza, jaka
nalezy zastosowa¢, jest metoda opisana w rozdziale B.2 niniejszego zalacznika (1). Dalsze wytyczne dotyczace
wyboru metody badawczej mozna znaleZé w GD 39 (8). Niniejsza metoda badawcza nie jest w szczeglnosci
przeznaczona do badania materialéw specjalnych, takich jak stabo rozpuszczalne materialy izometryczne lub
widkniste czy tez wytworzone nanomaterialy.
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ZALOZENIA WSTEPNE

5. Aby zminimalizowa¢ wykorzystanie zwierzat, przed rozwazeniem wykonania badania wedtug niniejszej metody
badawczej laboratorium badawcze powinno wzigé pod uwage wszystkie dostepne informacje na temat badanej
substancji chemicznej, w tym wyniki istniejacych badan, dzigki ktérym mozna byloby unikna¢ wykonywania
dodatkowych badan. Informacje, ktére moga by¢ pomocne w doborze najbardziej odpowiedniego gatunku,
szczepu, plci, sposobu narazenia oraz odpowiednich stezenn do badania obejmujg nazwe, strukture chemiczng
i wlasciwosci fizykochemiczne badanej substancji chemicznej; wyniki wszelkich badan toksycznosci in vitro lub
in vivo; spodziewane zastosowania i potencjalne narazenie ludzi; dostgpne dane dotyczace (Q)SAR oraz dane
toksykologiczne na temat strukturalnie powigzanych zwigzkow. Stezeni, w przypadku ktérych przewiduje sig, ze
powodujg silny bdl i stres z powodu swojego dzialania zracego (') lub silnie draznigcego, nie nalezy badaé za
pomocy niniejszej metody badawczej [zob. GD 39 (8)].

ZASADA BADANIA

6. Zasada niniejszego badania polega na uzyskaniu wystarczajacych informacji na temat ostrej toksycznosci inha-
lacyjnej badanej substancji chemicznej za pomocg procedury sekwencyjnej podczas okresu narazenia trwajacego
4 godziny, w celu umozliwienia jej klasyfikacji. Dla poszczegdlnych celéw regulacyjnych moga obowigzywaé
inne czasy trwania narazenia. Na kazdym etapie badania z okreSlonym stezeniem bada si¢ 3 zwierzeta kazdej
plci. W zaleznosci od upadkowosci lub stanu agonalnego zwierzat do stwierdzenia ostrej toksycznosci badanej
substancji chemicznej mogag wystarczy¢ 2 etapy. Jesli udowodniono, ze jedna z plci jest bardziej podatna na
dzialanie substancji, badanie mozna kontynuowa¢ z wykorzystaniem jedynie osobnikéw takiej bardziej podatnej
plci. Wynik poprzedniego etapu okresli dzialania w ramach kolejnego etapu, na przyklad:

a) dalsze badania nie sg konieczne;
b) badanie trzech zwierzat kazdej plci; lub

¢) badanie z wykorzystaniem 6 zwierzat jedynie plci bardziej podatnej na dzialanie substancji, tj. szacunki
nizszych wartoéci granicznych klasy toksycznosci nalezy oprze¢ na badaniach z wykorzystaniem 6 zwierzat
w kazdej grupie otrzymujacej okreslone stezenie, niezaleznie od plci takich zwierzat.

7. Zwierz¢ta w stanie agonalnym lub zwierzeta wykazujace oczywiste oznaki bolu czy oznaki ostrego i przewle-
klego stresu powinny zosta¢ u$miercone w humanitarny sposéb i uwzglednione w interpretacji wynikow badan
w ten sam sposéb, co zwierzeta padle w trakcie badania. Kryteria podejmowania decyzji co do u$miercenia
zwierzat w stanie agonalnym lub cierpiacych silny bél oraz wytyczne dotyczace rozpoznawania przewidywal-
nego lub nieuchronnie zblizajacego si¢ zgonu zawarto w wytycznych OECD nr 19 dotyczacych humanitarnego
punktu koficowego (7).

OPIS METODY
Wybér gatunku zwierzat

8. Nalezy wykorzysta¢ zdrowe, mtode, doroste zwierzeta pochodzace ze szczepéw powszechnie wykorzystywanych
w laboratoriach. Preferowanym gatunkiem jest szczur, a w przypadku wykorzystania innego gatunku nalezy
poda¢ uzasadnienie.

Przygotowanie zwierzat

9. Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w cigzy. W dniu narazenia zwierzeta powinny by¢ mlodymi
dorostymi osobnikami w wicku 8-12 tygodni, a ich masa ciala powinna miesci¢ si¢ w zakresie + 20 % Sredniej
masy dla kazdej plci zwierzat w tym samym wieku poddanych uprzednio narazeniu. Zwierzeta wybiera sie
losowo i oznacza w spos6b umozliwiajacy identyfikacje poszczegdlnych osobnikéw. Zwierzgta przetrzymuje sig
w klatkach przez co najmniej 5 dni przed rozpoczeciem badania, aby umozliwi¢ ich aklimatyzacje do warunkéw
laboratoryjnych. Zwierzeta powinny réwniez by¢ przyzwyczajane do przyrzadéw uzywanych w badaniu przez
krotki okres przed rozpoczeciem badania, poniewaz zmniejszy to ich stres spowodowany wprowadzeniem do
nowego $rodowiska.

Hodowla zwierzat

10. Temperatura w pomieszczeniach, w ktorych przetrzymuje si¢ zwierzeta do$wiadczalne, powinna wynosic
22 £ 3 °C. Najlepiej byloby, gdyby wilgotnos¢ wzgledna byla utrzymywana w przedziale 30-70 %, chociaz
moze to by¢ niemozliwe w przypadku stosowania wody jako noénika. Przed narazeniem i po nim zwierzeta
na ogét nalezy trzymal w klatkach w grupach podzielonych wedtug plci i badanego stezenia, lecz liczba
zwierzat w klatce nie powinna przeszkadzal w dokladnej obserwacji kazdego zwierzgcia, a takze powinna
umozliwia¢ zminimalizowanie strat w zwierzgtach spowodowanych kanibalizmem i walkami. Jezeli zwierzeta
majg by¢ poddane narazeniu tylko przez nos, konieczne moze by¢ przyzwyczajenie ich do rur unieruchamia-
jacych. Rury unieruchamiajace nie powinny powodowaé u zwierzat nadmiernego stresu fizycznego, termicznego
ani stresu zwigzanego z unieruchomieniem. Unieruchomienie moze wplynaé na fizjologiczne punkty koncowe,
takie jak temperatura ciata (hipertermia) lub minutowa pojemno$¢ oddechowa. Jezeli dostgpne sa dane ogdlne,
na podstawie ktérych mozna wykazaé, Ze takie zmiany nie wystepuja w znaczacym stopniu, uprzednia

(") Do oceny dziatania Zrgcego mozna wykorzysta¢ ocene specjalistyczng oparta na takich dowodach, jak: wyniki badan z udziatem ludzi
lub zwierzat, istniejace dane (in vitro), np. rozdziat B.40 (10), B.40 bis (11) niniejszego zalacznika lub wytyczna OECD TG 435 (12),
warto$ci pH, informacje dotyczace podobnych substancji chemicznych lub inne istotne dane.
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adaptacja do rur unieruchamiajacych nie jest konieczna. Zwierzeta, ktorych cata powierzchnia ciala jest narazana
na dzialanie aerozolu, w trakcie narazenia powinny by¢ trzymane oddzielnie, aby zapobiec filtrowaniu badanego
aerozolu przez futro innych zwierzat w tej samej klatce. Mozna stosowaé konwencjonalne oraz certyfikowane
pasze laboratoryjne, z wyjatkiem okreséw poddawania narazeniu, podczas ktdrych stosuje si¢ nieograniczony
dostep do wody pitnej z miejscowej instalacji wodociggowej. Oswietlenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu
12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci.

Komory inhalacyjne

11. Przy wyborze komory inhalacyjnej nalezy wzigé pod uwage charakter badanej substancji chemicznej i cel
badania. Preferowang droga narazenia jest narazenie tylko przez nos (pojecie to obejmuje narazenie tylko glowy,
narazenie tylko przez nos lub narazenie tylko pyska). Narazenie tylko przez nos jest na ogdl preferowane
w badaniach aerozoli cieklych lub statych oraz par, ktére moga skraplac si¢, tworzac aerozole. Narazenie calego
ciala moze lepiej sprzyja¢ osiagnieciu szczegdlnych celéw badania, taki wybér nalezy jednak uzasadni¢ w spra-
wozdaniu z badania. Aby zagwarantowaé stabilno$¢ atmosfery przy zastosowaniu komory do poddawania
narazeniu calego ciala, catkowita objeto$¢ badanych zwierzat nie powinna przekraczaé 5 % objetosci komory.
Zasady technik narazenia tylko przez nos i przez powierzchnie calego ciala oraz ich szczegélne zalety i wady
omoéwiono w GD 39 (8).

WARUNKI NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANC]I
Stosowanie stezeft

12. Zaleca si¢ stosowanie stalego okresu poddania narazeniu trwajacego cztery godziny, z wyjatkiem okresu wyréw-
nywania stezefl. W przypadku koniecznosci spetnienia konkretnych wymogéw mozna zastosowaé inne okresy
trwania narazenia, nalezy to jednak uzasadni¢ w sprawozdaniu z badania [zob. GD 39 (8)]. Zwierz¢ta poddane
dzialaniu aerozoli w komorach do poddawania narazeniu calego ciala nalezy przetrzymywac pojedynczo, aby
zapobiec polykaniu badanej substancji chemicznej przy wylizywaniu innych zwierzat znajdujacych si¢ w tej
samej klatce. W okresie narazenia na dzialanie substancji nalezy wstrzyma¢ podawanie paszy. Podczas calego
okresu poddawania narazeniu calego ciala mozna zapewni¢ dostep do wody.

13. Zwierzgta s3 poddawane narazaniu na dzialanie badanej substancji chemicznej w formie gazu, pary, aerozolu lub
mieszaniny tych postaci. Stan fizyczny, ktéry ma by¢ przedmiotem badania, zalezy od wilasciwosci fizykoche-
micznych badanej substancji chemicznej, wybranego stezenia lub formy fizycznej, ktéra najprawdopodobniej
bedzie wystepowal podczas postepowania z badang substancja chemiczng i jej stosowania. Badane substancje
chemiczne o charakterze higroskopijnym oraz reaktywne chemicznie nalezy badaé w suchej atmosferze. Nalezy
zachowal ostrozno$¢, aby unikna¢ osiagnigcia stezenia wybuchowego.

Rozklad wielkosci czastek

14. W odniesieniu do wszystkich aerozoli oraz par, ktére moga skraplaé si¢, tworzac aerozole, nalezy dokonad
klasyfikacji czastek wedlug wielkosci. W celu umozliwienia narazenia na dzialanie danej substancji wszystkich
odpowiednich czgsci drog oddechowych zaleca si¢ aerozole o $rednicy aerodynamicznej mediany rozkladu
masowego (MMAD) wynoszacej od 1 do 4 pm przy geometrycznym standardowym odchyleniu (o,) réwnym
od 1,5 do 3,0 (8) (13) (14). Nalezy dolozy¢ uzasadnionych starai, aby speli¢ t¢ norme, jednak w razie
niemoznosci jej osiggniecia nalezy przedstawi¢ specjalistyczna opini¢. Przykladowo pary metali moga zawieral
czastki mniejsze niz przewiduje to norma, a czastki naladowane, widkna i materialy higroskopijne (ktérych
rozmiar zwigksza si¢ w wilgotnym $rodowisku ukladu oddechowego) moga t¢ norme przekraczal.

Przygotowanie badanej substancji chemicznej w no$niku

15. Do uzyskania odpowiedniego st¢zenia i rozmiaru czastek badanej substancji chemicznej w atmosferze mozna
zastosowaé no$nik. Zasadniczo preferowanym noénikiem powinna by¢ woda. Materialy stale mozna poddaé
obrébce mechanicznej w celu uzyskania wymaganego zréznicowania wielkosci czastek, jednak nalezy zachowad
ostrozno$¢, aby badana substancja chemiczna nie ulegla rozkladowi ani zmianom. W przypadkach, w ktérych
mozna przypuszczal, ze w wyniku proceséw mechanicznych zmienit si¢ sktad badanej substancji chemicznej
(np. w skrajnych temperaturach powstajacych na skutek tarcia przy nadmiernie intensywnym mieleniu), nalezy
go zweryfikowa¢ metodami analitycznymi. Nalezy dolozy¢ odpowiednich staran, aby unikngé zanieczyszczenia
badanej substancji chemicznej. Nie ma potrzeby badania materialéw granulowanych niemajacych charakteru
sypkiego, ktére s celowo przygotowywane tak, aby nie ulegaly wdychaniu. Nalezy wykona¢ prébe na Scieranie
w celu wykazania, ze przy wykorzystywaniu materialu granulowanego nie powstaja czgstki respirabilne. Jezeli
w wyniku proby na $cieranie powstang czastki respirabilne, nalezy wykona¢ badanie toksycznosci inhalacyjnej.

Zwierzeta kontrolne

16. Wykorzystanie réwnoleglej ujemnej (poddanej dzialaniu powietrza) grupy kontrolnej nie jest konieczne. W przy-
padku wykorzystania no$nika innego niz woda w celu wytworzenia atmosfery na potrzeby badania nalezy uzy¢
grupy kontrolnej nosnika tylko wtedy, gdy brak jest dostepnych danych historycznych na temat toksycznosci
inhalacyjnej. Jezeli badanie toksycznosci dla badanej substancji chemicznej zmieszanej z no$nikiem nie wykaze
toksycznosci, wynika z tego, Ze dany nos$nik jest nietoksyczny w badanych stezeniach, a zatem nie ma potrzeby
tworzenia grupy kontrolnej no$nika.

MONITOROWANIE WARUNKOW NARAZENIA NA DZIALANIE SUBSTANC]I
Przeplyw powietrza w komorze

17. Przeplyw powietrza przez komore nalezy starannie kontrolowa¢ i monitorowaé w sposéb ciagly, jak réwniez
rejestrowaé podczas narazania na dzialanie substancji nie rzadziej niz co godzing. Monitorowanie stezenia (lub
stabilnosci) badanej substancji w atmosferze uzyskanej na potrzeby badania jest integralnym pomiarem wszyst-
kich parametréw dynamicznych i umozliwia w sposéb posredni kontrole wszystkich istotnych parametréw
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dynamicznych w zakresie wytwarzania atmosfery. Nalezy w szczegdlnosci uwzgledni¢ kwesti¢ zapobiegania
ponownemu wdychaniu w komorach przeznaczonych do narazenia wylacznie przez nos w przypadkach, gdy
przeplyw powietrza przez uklad podawania substancji jest nicodpowiedni do zapewnienia dynamicznego prze-
plywu powietrza zawierajacego badang substancje chemiczna. Istniejg zalecane metody, ktdre mozna zastosowaé
do wykazania, Ze w wybranych warunkach ponowne wdychanie nie zachodzi (8) (15). Stezenie tlenu powinno
wynosi¢ co najmniej 19 %, a stezenie dwutlenku wegla nie powinno przekraczac 1 %. Jezeli istniejg powody, by
przypuszczal, ze norma ta nie moze zosta¢ osiagnieta, nalezy mierzy¢ stezenia tlenu i dwutlenku wegla.

Temperatura i wilgotno$¢ wzgledna w komorze

18. W komorze nalezy utrzymywaé temperaturg na poziomie 22 * 3 °C. Wilgotno$¢ wzgledna w strefie oddychania
zwierzat — zaréwno dla narazenia tylko przez nos, jak i dla narazenia calego ciala — nalezy monitorowaé
i rejestrowac co najmniej trzykrotnie podczas okreséw poddawania dzialaniu substancji trwajacych do 4 godzin,
a podczas okreséw krotszych — co godzing. Nalezy utrzymywal wilgotno$¢ wzgledna w przedziale 30-70 %,
cho¢ moze to by¢ nieosiggalne (np. przy badaniu mieszanin opartych na wodzie) lub niemozliwe do zmierzenia
w przypadku zakl6cenia danej metody badawczej przez badang substancje chemiczng.

Badana substancja chemiczna: stezenie nominalne

19. Tam, gdzie to mozliwe, nalezy obliczy¢ i zarejestrowal stezenie nominalne w komorze badawczej. Stezenie
nominalne jest to masa wytworzonej badanej substancji chemicznej podzielona przez catkowita objetosc
powietrza przepuszczonego przez system komory. Stezenie nominalne nie stuzy do charakteryzowania nara-
zenia zwierzat, lecz poréwnanie st¢zenia nominalnego i stezenia rzeczywistego umozliwia okreslenie w przybli-
zeniu efektywnodci wytwarzania substancji badanej w ukladzie badawczym, a tym samym mozna je wykorzysta¢
do wykrywania probleméw zwigzanych z takim wytwarzaniem.

Badana substancja chemiczna: stezenie rzeczywiste

20. Stezenie rzeczywiste jest to stezenie badanej substancji chemicznej w strefie oddychania zwierzat w komorze
inhalacyjnej. Stezenie rzeczywiste mozna uzyskaé za pomocg metod swoistych (np. bezposredniego pobierania
probek, metod adsorpcji lub reakcji chemicznej, a nastepnie charakterystyki analitycznej) lub metod nieswo-
istych, takich jak analiza grawimetryczna przy zastosowaniu filtra. Zastosowanie metody grawimetrycznej jest
akceptowalne tylko w przypadku aerozoli proszkowych zawierajacych jeden sktadnik lub aerozoli cieczy o niskiej
lotnosci i nalezy wtedy przed badaniem wykonaé¢ odpowiednig, swoista dla badanej substancji chemicznej
charakterystyke. Za pomocg metody grawimetrycznej mozna réwniez okresli¢ stezenie wieloskladnikowego
aerozolu proszkowego. Do tego jednak konieczne sg dane analityczne, za pomoca ktorych mozna wykazac,
ze sklad materialu znajdujgcego si¢ w powietrzu jest podobny do skladu materialu wyjSciowego. W razie braku
takich informacji moze by¢ konieczna ponowna analiza badanej substancji chemicznej (najlepiej znajdujacej sig
w powietrzu) w toku badania, w regularnych odstepach czasowych. W przypadku $rodkéw w formie aerozoli,
ktore moga ulec odparowaniu lub sublimagji, nalezy wykazaé, ze stosujac wybrana metode, zebrano wszystkie
fazy. W sprawozdaniu z badania nalezy podaé stezenia docelowe, nominalne i rzeczywiste, ale w analizach
statystycznych do wyliczenia wartosci stezen $miertelnych uwzglednia sie tylko stezenia rzeczywiste.

21. Jezeli to mozliwe, nalezy uzywaé badanej substancji chemicznej pochodzacej z jednej partii, a badang prébke
nalezy przechowywaé w warunkach zapewniajacych jej czysto$¢, jednorodnos¢ i stabilno$¢. Przed rozpoczeciem
badania nalezy scharakteryzowa¢ badang substancje chemiczng, w tym okresli¢ jej czysto$¢ oraz, o ile jest to
wykonalne z technicznego punktu widzenia, nazwe oraz ilosci zidentyfikowanych domieszek i zanieczyszczen.
Mozna to wykazaé, migdzy innymi, za pomoca nastgpujacych danych: czasu retencji i wzglednej powierzchni
sygnalu, masy czasteczkowej uzyskanej w drodze spektrometrii masowej lub chromatografii gazowej badz
innych oszacowan. Mimo ze identyfikacja badanej probki nie nalezy do obowigzkéw laboratorium badawczego,
rozsgdne moze by¢ potwierdzenie przez to laboratorium charakterystyki, ktorg przedstawil sponsor, przynaj-
mniej w ograniczonym zakresie (np. co do koloru, cech fizycznych itp.).

22. Podczas narazenia nalezy utrzymywaé mozliwie niezmienng atmosfere i monitorowac jg stale lub co pewien
czas, w zalezno§ci od metody analitycznej. Jezeli stosuje si¢ pobieranie probek co pewien czas, podczas
czterogodzinnego badania nalezy pobieral probki powietrza w komorze nie rzadziej niz dwa razy podczas
badania. Jezeli z powodu ograniczonej predkosci przeplywu powietrza lub niskich stezen jest to niemozliwe,
mozna pobraé jedng probke na caly okres narazenia. W razie wystapienia znacznych fluktuacji pomiedzy
probkami dla kolejnych badanych stezef nalezy pobraé cztery probki na okres narazenia. Wartosci stezent
w komorze dla poszczegélnych probek nie powinny odbiega¢ od stezenia $redniego w komorze o wigcej niz
+10 % w przypadku gazéw i par oraz o wiecej niz + 20 % w przypadku aerozoli cieklych lub stalych. Nalezy
obliczy¢ i zapisal okres wyréwnania stezel w komorze (tgs). Czas trwania narazenia obejmuje czas wprowa-
dzania badanej substancji chemicznej do komory przy uwzglednieniu czasu potrzebnego do osiagnigcia tos.
Wytyczne dotyczace szacowania tgs mozna znalezé w GD 39 (8).

23. W przypadku bardzo zlozonych mieszanin skladajacych si¢ z par/gazéw i acrozoli (np. w przypadku atmosfer
spalania i badanych substancji chemicznych wydzielanych ze specjalnych produktéw/urzadzer do zastosowania
koncowego) kazda faza moze zachowywac si¢ inaczej w komorze inhalacyjnej, nalezy zatem wybra¢ co najmniej
jedna substancj¢ wskaznikowa (analit) z kazdej fazy (para/gaz i aerozol) — zazwyczaj jest to gldwna substancja
czynna mieszaniny. Jezeli badana substancja chemiczna jest mieszanina, nalezy podal stezenie analityczne
w odniesieniu do cafej mieszaniny, a nie tylko substancji czynnej lub skladnika aktywnego (analitu). Dodatkowe
informacje na temat stezen rzeczywistych mozna znalezé w GD 39 (8).
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Badana substancja chemiczna: rozklad wielkosci czastek

24. Rozklad wielkosci czastek aerozoli nalezy okreslac co najmniej dwa razy podczas kazdego czterogodzinnego okresu
narazenia za pomocg impaktora kaskadowego lub innego instrumentu, takiego jak aerodynamiczny spektrometr
pomiaru czastek. Jezeli mozna wykaza¢ rownowazno$¢ wynikéw uzyskanych za posrednictwem impaktora kaska-
dowego lub innego instrumentu, to ten inny instrument moze by¢ stosowany przez caly okres badania. W celu
potwierdzenia sprawno$ci zatrzymywania czastek przez instrument gtowny nalezy réwnolegle do tego instrumentu
stosowa¢ drugie urzadzenie, takie jak filtr grawimetryczny lub odpylacz/belkotka. Stezenie masowe uzyskane na
podstawie analizy wielkosci czastek powinno miesci¢ si¢ w rozsadnych granicach stezenia masowego uzyskanego
poprzez analizg filtréw [zob. GD 39 (8)]. Jesli mozna wykaza¢ réwnowazno$¢ w poczatkowej fazie badania, dalsze
pomiary potwierdzajace mozna pomingé. Ze wzgledu na dobrostan zwierzat nalezy podja¢ $rodki majace na celu
zminimalizowanie ilosci danych niejednoznacznych, ktére moga prowadzi¢ do koniecznosci powtdrzenia naraze-
nia. Klasyfikacje czastek wedlug wielkosci nalezy przeprowadzi¢ w odniesieniu do par, jezeli istnieje jakakolwiek
mozliwo$¢ tworzenia si¢ aerozolu wskutek kondensacji par lub jesli czastki s3 wykrywane w atmosferze parowej
majacej potencjal tworzenia faz mieszanych (zob. pkt 14).

PROCEDURA
Badanie glowne

25. W kazdym etapie wykorzystuje si¢ trzy zwierz¢ta kazdej plei lub sze$¢ zwierzat phei bardziej podatnej na dziatanie
substancji. Je$li gatunki gryzoni inne niz szczury poddaje si¢ narazeniu tylko przez nos, maksymalne okresy
narazenia mozna dostosowaé, by zminimalizowa¢ charakterystyczny dla danego gatunku stres. Poziom stezenia
do zastosowania w dawce wyjSciowej wybiera si¢ sposrdd jednego z czterech okreslonych pozioméw i taki
wyjéciowy poziom stezenia powinien by¢ poziomem, co do ktérego istnieje najwieksze prawdopodobienistwo,
ze wywola on toksycznos¢ u niektorych ze zwierzat narazanych. Plany badania w przypadku gazéw, par i aerozoli
(przedstawione w dodatkach 2-4) przedstawiaja badanie warto$ci granicznych dla kategorii z rozporzadzenia CLP
1-4 (9) dla gazéw (100, 500, 2 500, 20 000 ppm/4h) (dodatek 2), dla par (0,5; 2; 10; 20 mg/l/4h) (dodatek 3) i dla
aerozoli (0,05 0,5 1; 5mgfl/4h) (dodatek 4). Kategoria 5, ktdrej nie wdrozono rozporzadzeniem (WE)
nr 1272/2008 (9), dotyczy stezei powyzej odpowiednich stezen granicznych. Dla kazdego stezenia wyjsciowego
stosuje si¢ odpowiedni plan badania. W zaleznosci od liczby zwierzat u§mierconych z powodéw humanitarnych
lub zwierzat padlych, procedur¢ badania przeprowadza si¢ zgodnie ze wskazanymi strzatkami az do etapu, na
ktérym mozliwe jest dokonanie kategoryzacji.

26. Odstepy czasowe miedzy podawaniem dawek w kazdej grupie poddawanej narazeniu okresla si¢ na podstawie
czasu wystgpienia, dlugo$ci trwania i ciezko$ci oznak toksyczno$ci. Nalezy odwlec narazenie zwierzat przy
kolejnym poziomie stezenia do momentu, gdy mozna w sposéb uzasadniony uznaé, ze uprzednio badane zwie-
rzgta przezyly. Zaleca si¢ przerwe dtugosci trzech lub czterech dni migdzy narazeniem z zastosowaniem kolejnych
pozioméw stezenia, w celu umozliwienia obserwacji opéznionego dziatania toksycznego. Taki odstep czasowy
mozna odpowiednio dostosowa¢, np. w przypadku niejednoznacznych reakgji.

Badanie graniczne

27. Badanie graniczne stosuje si¢ wtedy, gdy badana substancja chemiczna jest znana lub mozna si¢ spodziewac, ze jest
ona praktycznie nietoksyczna, tj. powoduje efekt toksyczny dopiero powyzej stezenia granicznego przewidzianego
przepisami. Informacje na temat toksycznosci badanej substancji chemicznej mozna uzyskaé na podstawie wiedzy
na temat podobnych zbadanych substancji lub podobnych mieszanin, z uwzglednieniem nazwy i zawartosci
procentowej skladnikéw, o ktérych wiadomo, ze maja znaczenie z punktu widzenia toksyczno$ci. W sytuacji
niewystarczajacej ilosci lub braku informacji na temat toksycznosci badanej substancji chemicznej lub w przypadku
gdy oczekuje sig, ze taka substancja jest toksyczna, nalezy przeprowadzi¢ badanie gtéwne [dalsze wytyczne mozna
znalezé w GD 39 (8)].

28. W ramach normalnej procedury narazeniu poddaje si¢ trzy zwierzeta kazdej plci, lub sze$¢ zwierzat plei bardziej
podatnej na dzialanie substangji, przy stezeniach na poziomie odpowiednio 20 000 ppm w przypadku gazéw,
20 mg/l w przypadku pary i 5 mg[l w przypadku pyléw/mgiel (jesli jest to osiagalne), co stanowi badanie graniczne
w ramach niniejszej metody badawczej. Przy badaniu aerozoli celem podstawowym powinno by¢ osiagniecie
czastek o respirabilnych rozmiarach (np. Srednica aerodynamiczna mediany rozkladu masowego (MMAD) na
poziomie 1-4 pm). Jest to mozliwe w przypadku wigkszosci badanych substancji chemicznych przy stezeniu 2 mg/L.
Badanie aerozoli przy stezeniu wigkszym niz 2 mg[l nalezy przeprowadzaé tylko wtedy, jesli mozna osiagnaé
rozmiar czastek umozliwiajacy ich wdychanie [zob. GD 39 (8)]. Zgodnie z GHS (16) w trosce o dobrostan zwierzat
odradza si¢ badania przy stezeniu wyzszym niz st¢zenie graniczne. Badanie w ramach kategorii GHS 5 (16), ktora
nie jest wdrazana rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008 (9), nalezy bra¢ pod uwage tylko w przypadku znacznego
prawdopodobieristwa, ze wyniki takich badaf przyniosa bezposrednie korzysci dla ochrony zdrowia ludzi, a w
sprawozdaniu z badania nalezy poda¢ uzasadnienie. W przypadku badanych substancji chemicznych, ktére moga
spowodowac¢ wybuch, nalezy dotozy¢ starait w celu uniknigcia warunkéw sprzyjajacych wybuchowi. Aby uniknadé
zbednego wykorzystania zwierzat, nalezy przed badaniem granicznym przeprowadzi¢ test probny bez udziatu
zwierzat w celu upewnienia sig, Ze warunki w komorze do przeprowadzenia badania granicznego sg mozliwe do
osiagniecia.

OBSERWACJE

29. Zwierzgta w trakcie okresu narazenia nalezy czesto poddawac obserwacji klinicznej. Po narazeniu nalezy prowadzi¢
obserwagje kliniczne — w dniu narazenia co najmniej dwukrotnie, lub czgsciej, jesli wskazuje na to reakcja zwierzat
na poddawanie dzialaniu substancji, a po tym dniu co najmniej raz dziennie przez tacznie 14 dni. Dtugo$¢ okresu
obserwagji nie jest okrelona, nalezy ja jednak ustali¢ na podstawie charakteru i czasu wystapienia objawéw
klinicznych oraz dlugosci okresu zdrowienia. Czas, w jakim pojawiaja si¢ i zanikaja oznaki toksycznosci, jest
istotny, szczegblnie w przypadku tendencji do wystepowania opdznionych oznak toksyczno$ci. Wszystkie obser-
wacje sg systematycznie zapisywane w ewidencji prowadzonej osobno dla kazdego zwierzecia. Zwierzeta,
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u ktorych stwierdzono stan agonalny, oraz zwierzeta wykazujace objawy silnego bélu lub stresu nalezy ze wzgledu
na ich dobrostan u$mierci¢ w sposob humanitarny. Przy badaniu pod katem klinicznych oznak toksycznosci nalezy
zachowac ostrozno$¢, aby nie pomyli¢ poczatkowego ztego wygladu i przejSciowych zmian oddechowych, beda-
cych skutkiem procedury narazenia, ze skutkami zwigzanymi z poddawaniem zwierzat dzialaniu badanej substancji
chemicznej. Nalezy przestrzegaé zasad i kryteriow streszczonych w wytycznych dotyczacych humanitarnego
punktu koficowego (7). W przypadku u$miercenia zwierzat z przyczyn humanitarnych lub stwierdzenia ich
zgonu nalezy mozliwie najdokladniej zapisa¢ czas zgonu.

30. Obserwacje zwierzat w klatkach powinny obejmowaé zmiany skory i siersci, oczu i blon §luzowych; jak réwniez
zmiany w ukladzie oddechowym i ukladzie krazenia, zmiany w autonomicznym i o$rodkowym ukladzie
nerwowym oraz zmiany w aktywnosci somatycznej i sposobie zachowania. O ile to mozliwe, nalezy odnotowaé
rozrdznienie pomigdzy skutkami miejscowymi i ogdlnoustrojowymi. Szczegdlng uwage nalezy po$wigci¢ obser-
wacjom drzenia, konwulsji, Slinotoku, biegunki, letargu, snu i $pigczki. Pomiar temperatury w odbycie moze
dostarczy¢ dodatkowych dowodéw potwierdzajacych odruchowe spowolnienie oddechu lub hipo-fhipertermig
w zwigzku z poddawaniem dzialaniu substancji lub przetrzymywaniem w zamknigciu.

Masa ciala

31. Nalezy odnotowywa¢ masy ciala poszczegélnych zwierzat: raz podczas okresu aklimatyzacji, w dniu narazenia
przed narazeniem (dzien 0), oraz przynajmniej w dniach 1, 3 i 7 (a nastgpnie co tydzien), jak rowniez
w momencie zgonu lub eutanazji, je$li nastapi ona pézniej niz w dniu 1. Mas¢ ciala uznaje si¢ za krytyczny
wskaznik toksycznosci, zatem zwierzgta wykazujace staly spadek wagi na poziomie > 20 %, w poréwnaniu
z warto$ciami przed badaniem, nalezy $ciSle monitorowaé. Po zakoficzeniu okresu po narazeniu zwierzeta, ktére
przezyly, sa wazone i humanitarnie u$miercane.

Patologia

32. Wszystkie badane zwierzeta, w tym te, ktére padly podczas badan lub zostaly poddane eutanazji i wyelimino-
wane z badan ze wzgledu na ich dobrostan, nalezy poddaé pelnemu rozpoznaniu histopatologicznemu. Jezeli
sekgji zwlok nie mozna przeprowadzi¢ natychmiast po znalezieniu martwego zwierzecia, zwierze nalezy schlo-
dzi¢ (nie zamrozi¢) do temperatury wystarczajagco niskiej do zminimalizowania autolizy. Sekcje zwlok nalezy
przeprowadzi¢ mozliwie szybko, zwykle w ciggu jednego lub dwéch dni. W odniesieniu do kazdego zwierzecia
nalezy odnotowaé wszystkie makroskopowe zmiany patologiczne ze szczegdlnym uwzglednieniem wszelkich
zmian w drogach oddechowych.

33. Mozna rozwazy¢ przeprowadzenie dodatkowych, uprzednio zaprojektowanych testéw w celu zwigkszenia
warto$ci interpretacyjnej badania, np. pomiaru masy pluc u szczuréw, ktore przezyly, czy dostarczenia
dowodéw na podraznienie poprzez badanie drég oddechowych pod mikroskopem. Mozna réwniez objaé
badaniem organy wykazujace wyrazne zmiany patologiczne u zwierzat, ktore przezyly 24 lub wigcej godzin,
oraz organy, co do ktérych wiadomo lub mozna oczekiwaé, ze narazenie miato na nie wplyw. Z mikroskopo-
wego badania calych drég oddechowych mozna uzyskaé uzyteczne informacje na temat badanych substancji
chemicznych, ktére reaguja z woda, takich jak kwasy i badane substancje chemiczne o wiasciwosciach higro-
skopijnych.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Dane

34. Nalezy podal dane dotyczace masy ciala i wynikoéw sekcji zwlok dotyczace poszczegélnych zwierzat. Dane
z obserwacji klinicznych nalezy zestawi w postaci tabeli, przedstawiajac w odniesieniu do kazdej badanej grupy
liczb¢ wykorzystanych zwierzat, liczbe zwierzat wykazujacych specyficzne oznaki toksycznosci, liczbg zwierzat
padlych w trakcie trwania badania lub u$mierconych z przyczyn humanitarnych, czas zgonu poszczegdlnych
zwierzat, opis skutkéw toksycznych oraz ich przebieg w czasie i odwracalno$¢, a takze wyniki sekcji zwlok.

Sprawozdanie z badania

35. Sprawozdanie z badania powinno w stosownych przypadkach zawiera¢ nastepujace informacje:
Badane zwierzgta i ich hodowla

— opis warunkéw przetrzymywania w klatkach, w tym: liczba (lub zmiana liczby) zwierzat na klatke, $cidtka,
temperatura otoczenia i wilgotno§¢ wzgledna, fotoperiod i okreslenie diety,

— wykorzystany gatunek/szczep oraz uzasadnienie zastosowania gatunkow innych niz szczur,

— liczba, wiek i ple¢ zwierzat,

— metoda randomizacji,

— szczegdlowe informacje na temat jakosci pozywienia i wody (w tym rodzaj/zrédlo diety oraz Zrédlo wody),

— opis wszelkich przygotowar przed badaniem, w tym diety, kwarantanny i leczenia choréb.
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Badana substancja chemiczna

— cechy fizyczne, czysto$¢ oraz w stosownych przypadkach wlasciwosci fizykochemiczne (w tym izomeryza-
Jja),

— dane identyfikacyjne i numer w rejestrze Chemical Abstract Services (CAS), jezeli jest znany.
Nosnik

— uzasadnienie zastosowania no$nika oraz uzasadnienie wyboru nosnika (jezeli jest inny niz woda),
— dane historyczne lub réwnolegle wykazujace, ze no$nik nie zaktdca wyniku badania.

Komora inhalacyjna

— szczegblowy opis komory inhalacyjnej, w tym jej rozmiary i objeto$é,

— 7Zrédlo i opis wyposazenia wykorzystywanego do celéw narazenia zwierzat, jak réwniez do wytwarzania
atmosfery,

— wyposazenie do pomiaru temperatury, wilgotnosci, wielkosci czastek i stezenia rzeczywistego,

— zrédlo powietrza, metoda oczyszczania dostarczanego/pobieranego powietrza oraz system klimatyzacji,
— metody kalibracji wyposazenia w celu zapewnienia jednorodnej atmosfery na potrzeby badania,

— réznica ci$nienia (dodatnia lub ujemna),

— porty narazenia w komorze (narazenie tylko przez nos); lokalizacja zwierzat w ukladzie (narazenie calego
ciata),

— jednorodno$¢/stabilno$¢ w czasie atmosfery na potrzeby badania,
— lokalizacja czujnikéw temperatury i wilgotnosci oraz pobieranie probek powietrza w komorze,

— natezenie przeplywu powietrza, natg¢zenie przeptywu powietrza/port narazenia (narazenie tylko przez nos)
lub tadunek zwierzat/komore (narazenie calego ciala),

— informacje na temat wyposazenia stosowanego do pomiaru zawartosci tlenu i dwutlenku wegla, w stosow-
nych przypadkach,

— czas potrzebny do wyréwnania stezenn w komorze inhalacyjnej (tgs),
— liczba zmian objetosci na godzine,

— urzadzenia pomiarowe (w stosownych przypadkach).

Dane ekspozygji

— uzasadnienie wyboru docelowego stezenia w badaniu glownym,

— stezenia nominalne (catkowita masa badanej substancji chemicznej wprowadzonej do komory inhalacyjnej
podzielona przez objeto$¢ powietrza przepuszczonego przez komorg),

— rzeczywiste stezenia badanej substancji chemicznej w prébkach ze strefy oddychania zwierzat; w przypadku
mieszanin, ktore tworza heterogeniczne formy fizyczne (gazy, pary, aerozole), kazda substancje mozna
analizowa¢ oddzielnie,

— wszystkie stezenia substancji w powietrzu nalezy podawaé w jednostkach masy (np. mgfl, mg/m> itp.),
w nawiasie mozna poda¢ réwniez jednostki objetosci (np. ppm, ppb itp.),

— rozklad wielkosci czastek, $rednica aerodynamiczna mediany rozkladu masowego (MMAD) oraz geomet-
ryczne odchylenie standardowe (o), W tym metody ich obliczania. Nalezy odnotowa¢ poszczegdlne analizy
wielkosci czgstek.
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Warunki badania

szczeg6towe informacje na temat przygotowania badanej substancji chemicznej, w tym szczegdly dotyczace
wszelkich procedur zastosowanych w celu zmniejszenia rozmiaru czastek substangji stalych lub przygoto-
wania roztworéw badanej substancji chemicznej. W przypadkach gdy procesy mechaniczne mogly wplynaé
na zmiane skladu badanej substancji chemicznej, nalezy zamiesci¢ wyniki analiz majacych na celu weryfi-
kacje skladu badanej substancji chemiczne;j,

opis (najlepiej wraz ze schematem) wyposazenia wykorzystywanego do wytworzenia atmosfery na potrzeby
badania i narazania zwierzat na jej dzialanie,

szczegOtowe informacje na temat zastosowanej metody analizy chemicznej oraz walidacji metody (w tym
wydajno$¢ odzysku badanej substancji chemicznej ze $rodka do pobierania probek),

uzasadnienie wyboru badanych stezen.

Wyniki

tabelaryczne zestawienie temperatury, wilgotnosci i przeptywu powietrza w komorze,
tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych nominalnego i rzeczywistego stezenia w komorze,

tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych wielkosci czastek, w tym danych dotyczacych gromadzenia
probek analitycznych, zréznicowania wielkosci czastek oraz obliczenia Srednicy aerodynamicznej mediany
rozkladu masowego (MMAD) i Oy

tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych reakeji i poziomu stezenia dla kazdego zwierzecia (tj. zwierzat
wykazujgcych oznaki toksyczno$ci, w tym $miertelno$é, rodzaj, ostro$é, czas pojawienia si¢ i czas trwania
objawéw),

masy ciala poszczegblnych zwierzat zarejestrowane w trakcie badania, data i godzina zgonu, jesli nastapit
przed planowa eutanazja; przebieg w czasie oznak toksycznodci i informacje, czy byly one odwracalne
w przypadku kazdego zwierzecia,

wyniki sekcji zwlok oraz badan histopatologicznych w odniesieniu do kazdego zwierzecia, jezeli sa dostgpne,

klasyfikacja kategorii wedlug rozporzadzenia CLP oraz warto$¢ graniczna LCsy,.

Oméwienie i interpretacja wynikéw

szczeg6lny nacisk nalezy polozy¢ na opis metod zastosowanych w celu spelnienia kryteridw niniejszej
metody badawczej, np. dotyczacych stezenia granicznego lub rozmiaru czastek,

nalezy uwzgledni¢ respirabilno$¢ czgstek w $wietle wynikow ogdlnych, szczegélnie jezeli nie mozna bylo
spehi¢ kryterium wielkosci czgstek,

w 0gdlnej ocenie badania nalezy uwzgledni¢ spéjnos¢ metod zastosowanych w celu okreslenia nominalnego
i rzeczywistego stezenia oraz relacji migdzy stezeniem rzeczywistym a nominalnym,

nalezy uwzgledni¢ prawdopodobna przyczynge zgonu i dominujacy sposéb dzialania (ogélnoustrojowy
W poréwnaniu z miejscowym),

nalezy przedstawi¢ wyjasnienie, jezeli zaistniata konieczno§¢ humanitarnego u$miercenia zwierzat wykazu-
jacych oznaki bélu lub objawy ostrego i przewleklego stresu, zgodnie z kryteriami zawartymi w wytycznych
OECD dotyczacych humanitarnego punktu koncowego (7).
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Dodatek 1

DEFINICJA

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomoca niniejszej metody badawczej.
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Dodatek 2

Procedura, jaka nalezy zastosowaé przy kazdym z wyjSciowych stezeir w przypadku gazéw (ppm/4h)
Uwagi ogdlne (')

Dla kazdego steZenia wyjsciowego odpowiednie plany badan zawarte w niniejszym dodatku przedstawiajg procedurg, jaka
nalezy zastosowac.

Dodatek 2a: Stezenie wyjSciowe wynosi 100 ppm
Dodatek 2b: Stezenie wyjSciowe wynosi 500 ppm
Dodatek 2c:  Stezenie wyjsciowe wynosi 2 500 ppm
Dodatek 2d: Stezenie wyjSciowe wynosi 20 000 ppm

W zaleznosci od liczby zwierzat u$mierconych z powodéw humanitarnych lub zwierzat padlych procedur¢ badania
przeprowadza si¢ zgodnie ze wskazanymi strzatkami.

(") Ponizsze tabele odnosza si¢ do Globalnie Zharmonizowanego Systemu Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow (GHS). Jego odpo-
wiednikiem na poziomie UE jest rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008. W przypadku ostrej toksycznosci inhalacyjnej rozporzadzenie
(WE) nr 1272/2008 (9) nie wdraza kategorii 5.
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Dodatek 2a

Acute Inhalation Toxicity:

Test Procedure with a starting concentration of 100 ppm/4 h for gases

100 ppm —p{ 500 ppm —p] 2500 ppm —p] 20000ppm
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

w

-6 | o-2 |||l 3-6 |] o-2 )] 3-6 JJo-2 |||5-6]|3-4]|1-2] |o-0
) e | Xl =l e

¥ y A h A

S:sis Cat.1 Cat.2 Category 3 Category 4 Category 5
(ppm) | £100 > 100-500 > 50_0-2500 »> 2500-20000 > 20000-50000 0

(at 2500)

LC 50
cut-off 100 500 1500 2500 20000 50000 o

ppm

— 3 Jd + 8 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion
— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Do

datek 2b

Acute Inhalation Toxicity:

Test Procedure with a starting concentration of 500 ppm/4h for gases

100 ppm e 500 ppm
3 animals 3 animals
sex 1 sex 1
3 animals 3 animals
sex 2 sex 2

2500 ppm mpd 20000 ppm
3 animals 3 animals
sex 1 sex 1
3 animals 3 animals
sex 2 sex 2

| 3-6 || o-2 ||| 3-6 || o-2 ||| 3-6 || o0-2 E-El|3-4||1-2|| 0-0 |
)  — | —
L 2 y r v a v L

GHS

Gases| Cat. 1 Cat. 2 Category 3 Category 4 Category 5

(ppm) | <100 | > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 | > 20000-50000 @0
5 other

(at 2500)

l Ll L X

LC 50

;:‘:ff 100 500 1500 2500 20000 50000 ©

— oo: unclassified

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— 8 d + 38 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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GHS
gases
(ppm)

LC 50
cut-off
ppm

Test Procedure with a starting concentration of 2 500 ppm/4h for gases

Dodatek 2c

Acute Inhalation Toxicity:

100 ppm l— 500 ppm L_ 2500 ppm 20000 ppm
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
(=l (o=l | =l icean] | (e (moeenl e el
v v r h y Yy Y
Cat. 1 Cat. 2 Category 3 Category 4 Category 5
<100 »100-500 »500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 0
other
(at 2500)
. 4 . 4 X
|_' 100 500 1500 2500 20000 50000 :-l

— 8 d + 8 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Dodatek 2d
Acute Inhalation Toxicity:
Test Procedure with a starting concentration of 20 000 ppm/4h for gases
100 ppm 500 pprm 2500 ppm 20000 ppm
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
X || CEE | | R | T | | e | e | e | e Y
1 L | ]
5-6 3-4
(at 2500) at (5000)
- e l L -
GHS Cat. 1 Cat. 2 Category 3 Category 4 Category 5
ases
?ppm) <100 > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 o«
6
(at .'2500) other

LC 50 w * l w w w w
cut-off 100 500 1500 2500 20000 50000 0
ppm

— 3 J + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo unclassified

— Testing at = 20000 ppm/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Dodatek 3

Procedura, jaka nalezy zastosowaé przy kazdym z wyjSciowych stezefi w przypadku par (mg/l/4h)
Uwagi ogélne (')

Dla kazdego stezenia wyjsciowego odpowiednie plany badan zawarte w niniejszym dodatku przedstawiaja procedure, jaka
nalezy zastosowac.

1
1

Dodatek 3a: Stezenie wyjSciowe wynosi 0,5 mg/
Dodatek 3b: Stezenie wyjSciowe wynosi 2,0 mg/
Dodatek 3c: Stezenie wyjsciowe wynosi 10 mg/l

Dodatek 3d: Stezenie wyjsciowe wynosi 20 mg/l

W zaleznosci od liczby zwierzat u$mierconych z powodéw humanitarnych lub zwierzat padiych procedurg¢ badania
przeprowadza si¢ zgodnie ze wskazanymi strzatkami.

(") Ponizsze tabele odnosza si¢ do Globalnie Zharmonizowanego Systemu Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliéw (GHS). Jego odpo-
wiednikiem na poziomie UE jest rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008. W przypadku ostrej toksycznosci inhalacyjnej rozporzadzenie
(WE) nr 1272/2008 (9) nie wdraza kategorii 5.
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GHS
Vapou-

(mg/l)

LC 50
cut-off
mg/L

Dodatek 3a

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 0.5 mg/L/4h for vapours

0.5 mo/L

3 animals
sex 1

3 animals
sex 2

— 2 mogil

3 animals
sex 1

3 animals
sex 2

—p 10 mgil > 20 mgil
3 animals 3 ammals

sex 1 Sex 1
3 animals 3 animals

sex 2 sex 2

| 3-6 || 0-2 |

| |
Ca=d

L3s-s JlLo-2 | 5-6] -2 0-0
| I—
w w w w w v
Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 Cat. 5
<05 >05-2 >2-10 >10 - 20 B> 20 - 50 £
6 (at 2) (“’a’{“zr 6 (at 10) (a‘:_fm 3 (at 10)
h 4 1 h 1 1 1 w y L 4 L
0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 L]

-3 d + 3 9, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

- 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

- GHS: Globally Harmonized Classification System

- oo: unclassified

- Testing at 50 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Dodatek 3b

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 2 mg/L/4h for vapours

0.5 mg/L 2 mgil - 10 m gilL — 20 mogil
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1

3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

L3-s 1l o-2 J|Ls-s Jlo-2 ||L3-s Jle-2||5-6]l3-2]]1-2
| 1

0-0
GHS A 4 A 4 L 2 L 2 L 2 - -
Vapours | Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 Cat. 5
(mg/l) 0.5 >0.5-2 >2-10 >10-20]>20-50] =
w v A 4 v
LCt 5(f)f
moe | 0-05 0.5 20 50 ©

— 3 d + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at 50 mg/L4h: see Guidance Document 39 (8)
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Dodatek 3c

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 10 mg/L/4h for vapours

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

36 ||o-2 el ] m [5-6 [s-a]]t-2] [o-0

h K w r r

ﬁ;ﬁu | Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 | Cat. 5
(mg/)) <05 »05 -2 »2-10 » 10 - 20 =20 -50 o0
6 (at 2) I E:thzr | 6 (at 10) I (;‘?0) | 3 (at 10)
b r L r y
LC 50
cutoff I g 05 05 15 2 2,5 5 |10 20 50 @
mg/L

— 3 J + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used pers step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at 50 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Dodatek 3d

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 20 mg/L/4h for vapours

hd

0.5mgil e 2 mogfl - 10mMgil g 20 mgfL
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
— —
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

Ls3-s Jleo-2 JIL3:s Jlo-2 J|L3:6

1-2 0-0
M
w w w L L 3
GHS, Category 1 Category 2 Category 3 Cat. 4 | Cat. 5
}/;Z;’I;”s < 0.5 >0.5-2 >2-10 >10-20]>20 -50 L]

LC 50
cut-off
mg/L

other 4-5
I 6 (at 2) II (at 2 I 6 (at 10) (at 10)
b 4 w r L 4 L 4
1.5

0.05 0.5 2 2,5 5110 20 50 0

— 3 Jd + 3 @, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo: unclassified

— Testing at 50 mg/L/4h: see Guidance Document 39(8)
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Dodatek 4

Procedura, jaka nalezy zastosowal przy kazdym z wyjSciowych stezefi w przypadku aerozoli (mg/l/4h)
Uwagi ogdlne (')
Dla kazdego steZenia wyjsciowego odpowiednie plany badan zawarte w niniejszym dodatku przedstawiajg procedurg, jaka
nalezy zastosowac.
Dodatek 4a: Stezenie wyjSciowe wynosi 0,05 mg/l
Dodatek 4b: Stezenie wyjSciowe wynosi 0,5 mg|l
Dodatek 4c: Stezenie wyjsciowe wynosi 1 mg/l
Dodatek 4d: Stezenie wyjsciowe wynosi 5 mg/l

W zaleznosci od liczby zwierzat umierconych w sposéb humanitarny lub martwych zwierzat procedura badan przebiega
zgodnie z kierunkiem wyznaczanym przez strzatki.

(") Ponizsze tabele odnosza si¢ do Globalnie Zharmonizowanego Systemu Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow (GHS). Jego odpo-
wiednikiem na poziomie UE jest rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008. W przypadku ostrej toksycznosci inhalacyjnej rozporzadzenie
(WE) nr 1272/2008 (9) nie wdraza kategorii 5.
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Dodatek 4a

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 0.05 mg/L/4h for vapours

0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil = 5mgiL
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

| | | | | | | | —
| z-6 J{o-2 || {36 |fo-2 ]| fseffo-2{ffz6]fi-2]]col]
| - | -

| = |

L 4 Y r
GHS
dusts | Cat.1 Category 2 Cat.3 Category 4 Category 5
i <0.05 >0.05- 05 >05 -1 >1-5 »>5-125
mists

[ —
I 6 (at 0. 5)I4-5(a( 0.5) Is(at 0.5) I

LC 50 - l l l - -
cut-oh‘I 0.05| 0.125| 0.25 I 0.5| 1 I 2 2.5| 5 I 125 I “’I
mg/L

— 3 J + 39, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo Unclassified

— Testing at 12.5 mg/L4h: see Guidance Document 39 (8)
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Dodatek 4b

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 0.5 mg/L/4h for aerosols

0.05 mo/L 0.5 mo/lL 1 mg/l 5 mg/l

3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1

| ] 1 /
P36 Jo-2 ) Ws-6 Jfo-2 W3-8 o-2 Q) Qa6 )] -2 ][00l
|

|
GHS L 3

dusts | Cat.1 Category 2 Cat.3 Category 4 Category 5
and | <0.05 »0.05- 0.5 [»0.5-1 »>1-5 »5-12.5 o
mists
1T ]
LC 50
;“;;E"I o.u5| o.125| 0.25 | 0.5 | 1 | 2|25 | 5 | 12.5 | °°|

— 3 J + 3 9, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— eo: unclassified

— Testing at 12.5 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)
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Dodatek 4c

Acute inhalation toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 1 mg/L/4h for aerosols

0.05 mo/l 0.5 mg/l o= 1 mgfl 5 mg/l
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2
| ] ] ] | ] ] | —
[as o2 e ]foz2)a-ealfoz|[3se]]-2][ool]
[ — |
GHS
dusts |Cat.1 Category 2 Cat.3 Category 4 Category 5
and < 0.05 »0.05- 0.5 - 0.5-1 »1-5 >5-12.5 o)
mists
I
LC 50
cut-off | u.osl u.125| 0.25 I 0.5 I 1 I 2|25 I 5 I 12.5 I wl

mg/L

— oo unclassified

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— Testing at 12.5 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)

— 3 + 3 ¢, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step

— 0-6: Number of moribund or dead animals/tested concentraion
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Dodatek 3d

Acute Inhalation Toxicity:

Test procedure with a starting concentration of 20 mg/L/4h for vapours

Y

0.05 mg/L 0.5myl  fegem 1 mgil 5 mg/L
| 3 animals | |3 animals I | 3 animalsl | 3 animals
sex 1 sex 1 sex 1 sex 1
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
sex 2 sex 2 sex 2 sex 2

| ] ] ] ] ] |  —
a6 | fo-2 ) W36 o2 fz-8fo-2)fze]fri-2]]o-o]
]

GHS ‘
dusts | Cat.1 Category 2 Cat.3 Category 4 Category 5
and < 0.05 >0.05- 05 >05-1 >1-5 >5-125 0
mists

1T
LC 50 L :
cut;Eff | 0.05| 0.125| 0.25 | 0.5| 1 | 2 2.5| 5 | 12.5 | col
mg

— 3 + 3 9, or 6 animals of the more susceptible sex are used per step
— 0-6 : Number of moribund or dead animals/tested concentraion

— GHS: Globally Harmonized Classification System

— oo! Unclassified

— Testing at 12.5 mg/L/4h: see Guidance Document 39 (8)”

9) rozdzial C.10 otrzymuje brzmienie:

,C.10. SYMULACYJNE BADANIE W WARUNKACH TLENOWYCH W OCZYSZCZALNIACH SCIEKOW:
C.10-A: ZESTAWY OSADU CZYNNEGO - C.10-B: BIOFILMY

C.10-A: Zestawy osadu czynnego

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest rOwnowazna metodzie opisanej w dotyczacej badan wytycznej OECD nr 303
(2001). W latach 50. XX w. zdano sobie sprawg, ze nowo wprowadzane $rodki powierzchniowo czynne
powoduja nadmierne pienienie w oczyszczalniach $ciekow i w rzekach. Nie byly w pelni usuwane w drodze
rozkladu tlenowego i w niektorych przypadkach ograniczaly usuwanie substancji organicznych. To spowodo-
walo podjecie wielu badan na temat tego, jak srodki powierzchniowo czynne moglyby by¢ usuwane ze Sciekow
i czy nowe substancje chemiczne wytwarzane w produkgji przemystowej poddaja si¢ oczyszczaniu. W tym celu
wykorzystano zestawy modelowe odpowiadajace dwém gléwnym typom tlenowego oczyszczania biologicznego
Sciekéw (zestaw osadu czynnego i zestaw ze zlozem zraszanym). Niepraktycznym i bardzo kosztownym
rozwiazaniem bylaby dystrybucja kazdej nowej substancji chemicznej i monitorowanie duzych oczyszczalni
$ciekéw, nawet w kontekscie lokalnym.

WSTEPNE ROZWAZANIA
Zestawy osadu czynnego

2. Opisano modelowe zestawy osadu czynnego w zakresie wielkosci od 300 ml do ok. 2 000 ml. Niektére byly
bardzo podobne do instalacji normalnej wielkosci i zawieraly osadniki, z ktérych osad przepompowywany byt
z powrotem do zbiornika napowietrzajacego, podczas gdy inne nie obejmowaly osadnikéw, np. Swisher (1).
Rozmiar przyrzadu jest efektem kompromisu: z jednej strony musi on by¢ wystarczajaco duzy, by mozliwe byto
przeprowadzenie z powodzeniem dziatan mechanicznych oraz zapewnienie wystarczajacej objetosci prébek bez
wplywu na calo§¢ procedur, z drugiej strony za$ nie moze wymaga¢ nadmiernej przestrzeni i ilo$ci materiatow.
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3. Dwa przyrzady stosowane powszechnie i z powodzeniem to zestawy Husmanna (2) i zestawy naczyf porowa-
tych (3) (4), uzywane poczatkowo przy badaniu $rodkéw powierzchniowo czynnych; opisano je w niniejszej
metodzie badawczej. Z powodzeniem uzywano réwniez innych przyrzadéw, np. Eckenfeldera (5). Z powodu
do§¢ wysokiego kosztu i wysitkéw zwigzanych ze stosowaniem tego badania symulacyjnego jednocze$nie
poddano analizie prostsze i tafisze badania przesiewowe, zawarte obecnie w rozdziale C.4 A-F ninicjszego
zafgcznika (6). DoSwiadczenia z wieloma $rodkami powierzchniowo czynnymi oraz innymi substancjami
chemicznymi pokazaly, ze te, ktére przeszly z powodzeniem badania przesiewowe (szybko biodegradowalne),
ulegaly réwniez degradacji w badaniu symulacyjnym. Niektore substancje, ktére nie przeszly z powodzeniem
badan przesiewowych, przeszly badania naturalnej biodegradowalnosci (rozdziaty C.12 (7) oraz C.19 (8) niniej-
szego zafacznika), jednak tylko niektore z tej ostatniej grupy ulegly degradacji w badaniu symulacyjnym, podczas
gdy te substancje, ktére nie przeszly z powodzeniem badania naturalnej podatnosci na biodegradacj¢, nie ulegly
degradacji w badaniach symulacyjnych (9) (10) (11).

4. Badania przeprowadzane przy jednym ukladzie warunkéw dzialania sa wystarczajace do niektérych celow;
wyniki wyraza si¢ jako warto§¢ procentowa usunigcia badanej substancji chemicznej lub rozpuszczonego
wegla organicznego (DOC). Opis takiego badania podany jest w niniejszej metodzie badawczej. Jednakze
w przeciwienstwie do wczesniejszej wersji niniejszego rozdziatu, w ktérej opisano tylko jeden typ przyrzadu
do oczyszczania Sciekéw syntetycznych w trybie polaczonym przy zastosowaniu wzglednie prostej metody
degradacji osadu, w niniejszym tekscie przedstawiono szereg mozliwosci. Opisano alternatywy dla typu przy-
rzadu, trybu dzialania oraz usuwania $cickéw i osadu po degradacji. Niniejszy tekst SciSle odpowiada tekstowi
ISO 11733 (12), ktéry zostal dokladnie przeanalizowany w trakcie przygotowan, cho¢ metody nie poddano
badaniu migdzylaboratoryjnemu.

5. Dla innych celéw konieczna jest dokladniejsza znajomos¢ stezenia badanej substancji chemicznej w odplywie,
a do tego potrzebny jest model bardziej ekstensywny. Przykladowo, wspélezynnik degradacji osadu musi by¢
doktadniej kontrolowany przez caly dziefi oraz w ciggu calego czasu badania i konieczne jest przeprowadzenie
badan na zestawach przy szeregu réznych wspdlczynnikéw degradacji. W przypadku najbardziej szczegélowej
metody badania nalezy réwniez przeprowadzi¢ w dwoch lub trzech réznych temperaturach: metoda taka zostata
opisana przez Bircha (13) (14) i streszczona w dodatku 6. Jednakze obecna wiedza nie wystarcza do stwier-
dzenia, ktory model kinetyczny ma zastosowanie do biodegradacji substancji chemicznych w oczyszczaniu
Sciekoéw i ogdlnie w Srodowisku wodnym. Zastosowanie kinetyki Monoda, podane w dodatku 6 jako przyklad,
jest ograniczone do substancji chemicznych obecnych w ilo$ci co najmniej 1 mg/l, ale w opinii niektérych
badaczy nawet to musi zostal uzasadnione. Badania przy stezeniach bardziej dokladnie odzwierciedlajacych
stezenia wystepujace w Sciekach zostaly wskazane w dodatku 7, ale takie badania, podobnie jak te zawarte
w dodatku 6, przedstawione s3 w dodatkach, a nie jako osobne metody badawcze.

Filtry

6. Duzo mniej uwagi po$wiecono modelom zlozy zraszanych, by¢ moze dlatego, ze sa bardziej niewygodne
i wigksze niz instalacje z osadem czynnym. Gerike i in. stworzyli zestawy zlozy zraszanych i przeprowadzili
na nich dzialania w trybie polaczonym (15). Filtry te byly do§¢ duze (wysoko$¢ 2 m, pojemnos¢ 60 1) i do
kazdego z nich potrzeba bylo az 2 l/h $ciekéw. Baumann i in. (16) stworzyli symulacj¢ zlozy zraszanych
wkladajac paski z »welny« poliestrowej do 1-metrowych rur (o $rednicy wewngtrznej 14 mm) po wezesniejszym
zanurzeniu paskow przez 30 min. w stezonym osadzie czynnym. Badana substancja chemiczna jako jedyne
zrédto C w roztworze soli mineralnych byla przepuszczana przez pionowa rurg, po czym oceniano biodegra-
dacj¢ w oparciu o pomiary DOC w odplywie i CO, w powstajacym gazie.

7. Biofiltry symulowano w inny sposob (15); na wewnetrzne powierzchnie obracajacych si¢ rur nachylonych pod
niewielkim katem w stosunku do poziomu podawano Scieki (ok. 250 ml/h) zawierajace badang substancje
chemiczng i pozbawione jej, a zgromadzony odplyw analizowano pod katem zawartosci DOC lub wiasciwej
badanej substancji chemicznej.

ZASADA BADANIA

8. Celem niniejszej metody jest okreslenie eliminacji oraz pierwotnej lub ostatecznej biodegradacji rozpuszczalnych
w wodzie organicznych substancji chemicznych przez mikroorganizmy tlenowe w stale dzialajgcym systemie
badawczym symulujagcym proces osadu czynnego. Ulegajaca latwej biodegradacji pozywka organiczna oraz
badana organiczna substancja chemiczna sg Zrédlami wegla i energii dla mikroorganizméw.

9. Dwa stale dzialajace zestawy badawcze (instalacje z osadem czynnym lub naczynia porowate) pracuja jedno-
cze$nie w identycznych warunkach, ktére odpowiadaj celowi badania. Sredni hydrauliczny czas retencji wynosi
normalnie 6 h, a $redni wiek osadu (czas retencji osadu) od 6 do 10 dni. Osad oczyszczany jest przy
wykorzystaniu jednej z dwdch metod, badana substancja chemiczna jest normalnie dodawana w stezeniu
pomiedzy 10 mg/l rozpuszczonego wegla organicznego (DOC) a 20 mg/l DOC do wcieku (pozywki organicznej)
tylko w jednym zestawie. Drugi zestaw wykorzystywany jest jako zestaw kontrolny do okreslenia biodegradacji
pozywki organiczne;j.

10. W czgsto pobieranych probkach odplywdéw okresla si¢ poziom DOC — co jest lepszym rozwigzaniem — lub
poziom chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) oraz stezenie badanej substancji chemicznej (o ile jest to
konieczne) w odplywie z zestawu pobierajagcego badang substancje chemiczna przy wykorzystaniu analizy
wlasciwej. Przyjmuje si¢, ze réznice pomigdzy stezeniami DOC lub ChZT w zestawie badawczym i zestawie
kontrolnym wynikaja z dzialania badanej substancji chemicznej lub jej organicznych metabolitéw. Réznice te
poréwnuje si¢ z powstalym we wcieku wskutek dodania badanej substancji chemicznej stezeniem DOC lub
ChZT w celu okreslenia eliminacji badanej substancji chemicznej.
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11. Biodegradacje mozna na og6t odrézni¢ od bioadsorpcji dzigki dokladnemu zbadaniu krzywej czasu eliminacji,
a wynik mozna zazwyczaj potwierdzi¢, stosujac badanie szybkiej biodegradacji przy wykorzystaniu aklimatyzo-
wanego inokulum z zestawu, do ktérego dodaje si¢ badang substancje chemiczng.

INFORMACJE NA TEMAT BADANE] SUBSTANCJI CHEMICZNE]

12. Wlasciwosci badanej substancji chemicznej zwigzane z czystoicia, rozpuszczalno$ciy w wodzie, lotnoscig
i adsorpcja powinny by¢ znane, tak aby mozliwa byla prawidtowa interpretacja wynikéw. Na ogét nie jest
mozliwe badanie lotnych ani nierozpuszczalnych substancji chemicznych, chyba ze podjete zostang specjalne
srodki (zob. dodatek 5). Nalezy réwniez zna¢ strukture chemiczng, a przynajmniej wzor empiryczny, tak aby
mozna bylo obliczy¢ wartosci teoretyczne lub sprawdzi¢ zmierzone wartosci parametrow, np. teoretyczne
zapotrzebowanie na tlen (TZT), rozpuszczony wegiel organiczny (DOC) oraz chemiczne zapotrzebowanie na
tlen (ChZT).

13. Informacje na temat toksycznosci badanej substancji chemicznej dla mikroorganizméw (zob. dodatek 4) moga
by¢ bardzo uzyteczne przy wyborze odpowiednich stezefi do badania i moga by¢ niezbedne dla prawidlowej
interpretacji niskich wartosci biodegradacji.

POZIOMY PROGOWE

14. W pierwotnym zastosowaniu niniejszego badania symulacyjnego (potwierdzajacego) w odniesieniu do pierwo-
tnej biodegradacji Srodkéw powierzchniowo czynnych konieczne jest usunigcie ponad 80 % danej substanciji
chemicznej, aby dany $rodek mogt zostaé wprowadzony do obrotu. Jesli poziom 80 % nie zostanie osiagnigty,
dane badanie symulacyjne (potwierdzajace) moze zosta zastosowane, a $rodek powierzchniowo czynny moze
zostaé wprowadzony do obrotu, tylko jesli ponad 90 % danej substancji chemicznej zostanie usunigte. W przy-
padku substancji chemicznych zasadniczo nie méwi si¢ o przejsciu badania z powodzeniem/bez powodzenia,
a uzyskana warto$¢ procentowa usunigcia moze zostaé wykorzystana w aproksymacji prawdopodobnego
stezenia w $rodowisku, stosowanej przy ocenach zagrozenia chemicznego stwarzanego przez substancje
chemiczne. Wyniki ukladaja si¢ zazwyczaj w schemat »wszystko albo nic. W licznych badaniach czystych
substancji chemicznych stwierdzono warto$¢ procentowa usunigcia DOC na poziomie > 90 % w ponad trzech
czwartych, a > 80 % w ponad 90 % substangji, ktére wykazywaly jakikolwiek znaczacy poziom biodegradowal-
nosci.

15. Stosunkowo niewiele substancji chemicznych (np. §rodkéw powierzchniowo czynnych) obecnych jest w $ciekach
w stezeniach (ok. 10 mg C[l) wykorzystywanych w niniejszym badaniu. Niektére substancje chemiczne moga
w tych stezeniach mie¢ dzialanie hamujace, podczas gdy kinetyka usuwania innych moze by¢ utrudniona przy
niskich stezeniach. Bardziej dokladnej oceny degradacji mozna byloby dokonaé przy wykorzystaniu zmodyfi-
kowanych metod i realistycznie niskich stezen badanej substancji chemicznej, a zgromadzone dane moglyby
zostaé wykorzystane do obliczenia stalych kinetycznych. Jednakze niezbedne techniki eksperymentalne nie
zostaly jeszcze w pelni zwalidowane, a modele kinetyczne opisujgce reakcje biodegradacji nie zostaly jeszcze
ustanowione (zob. dodatek 7).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

16. Dla zapewnienia prawidlowego przeprowadzenia procedury eksperymentu warto od czasu do czasu, wraz
z substancjami badanymi, testowaé substancje chemiczne, ktérych zachowanie jest znane. Substancje takie to
na przyklad kwas adypinowy, 2-fenylofenol, 1-naftol, kwas 2,2"-bifenylodikarboksylowy, kwas 1-naftalenokar-
boksylowy itp. (9) (10) (11).

ODTWARZALNOSC WYNIKOW BADAN

17. Istnieje duzo mniej sprawozdan z badan symulacyjnych niz z badan szybkiej biodegradowalnosci. Odtwarzal-
no$¢ pomiedzy (réwnoczesnymi) powtdrzeniami jest na wysokim poziomie (w zakresie 10-15 %) w przypadku
substancji chemicznych zdegradowanych o 80 % lub wiecej, ale w przypadku stabiej zdegradowanych substancji
chemicznych wystepuje wicksze zréznicowanie. Ponadto w przypadku niektorych substancji chemicznych
o warto$ci granicznej odnotowano bardzo zréznicowane wyniki (np. 10 % i 90 %) przy réznych okazjach
w ciagu 9 tygodni dopuszczonych w badaniu.

18. W przypadku wynikéw otrzymanych przy wykorzystaniu obydwu rodzajéw przyrzadow réznice byly
nieznaczne, ale niektére substancje chemiczne ulegaly degradacji w wigkszym zakresie i bardziej dokladnie
w przypadku $cickéw domowych niz $ciekéw syntetycznych OECD.

OPIS METODY BADAWCZE]
Przyrzad
Uklad badawczy

19. Uklad badawczy dla jednej substancji chemicznej sklada si¢ z zestawu badawczego i zestawu kontrolnego;
jednak w przypadku przeprowadzania tylko konkretnych analiz (biodegradacja pierwotna) konieczny jest
tylko zestaw badawczy. Jeden zestaw kontrolny moze by¢ wykorzystywany przy kilku zestawach badawczych
z tymi samymi lub réznymi badanymi substancjami chemicznymi. W przypadku polaczenia (dodatek 3) kazdy
zestaw badawczy musi mie¢ wlasny zestaw kontrolny. Ukladem badawczym moze by¢ instalacja z osadem
czynnym, zestaw Husmanna (dodatek 1, rysunek 1) lub naczynie porowate (dodatek 1, rysunek 2). W obydwu
przypadkach konieczne s3 odpowiedniej wielkosci zbiorniki magazynujace na weieki i odplywy oraz pompy
dozujace wciek i roztwér badanej substancji chemicznej, zmieszane lub osobno.
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20. Kazdy zestaw osadu czynnego sklada si¢ z naczynia napowietrzajacego o znanej pojemnosci ok. 31 osadu
czynnego oraz osadnika (osadnika wtérnego) o pojemnosci ok. 1,5 I; pojemnosci te mozna w pewnym zakresie
zmienia¢ korygujgc wysokos¢ osadnika. Naczynia réznej wielkosci sa dopuszczalne, jesli poddawane sa poréw-
nywalnym obcigzeniom hydraulicznym. Jesli nie jest mozliwe utrzymanie temperatury w pomieszczeniu badaw-
czym w planowanym zakresie, zaleca si¢ zastosowanie naczyn z plaszczem wodnym o kontrolowanej tempe-
raturze wody. Do transportu osadu czynnego z osadnika do naczynia napowietrzajacego wykorzystuje si¢
podnos$nik powietrzny lub pompe dozujaca dzialajaca w systemie stalym lub przerywanym w regularnych
odstgpach czasu.

21. System naczyn porowatych sklada si¢ z wewngtrznego porowatego cylindra o stozkowym dnie umieszczonego
w nieco wigkszym naczyniu o tym samym ksztalcie, ale wykonanym z nieprzepuszczalnego tworzywa sztucz-
nego. Odpowiednim materialem na naczynie porowate jest porowaty polietylen o maksymalnej $rednicy poréw
90 pm i grubo$ci 2 mm. Oddzielenie osadu od pozywki organicznej nastgpuje wskutek réznicowego przepltywu
przez porowate $ciany. Odplywy gromadza si¢ w przestrzeni pierécienia, z ktorej przeplywaja do naczynia
magazynujacego. Nie nastgpuje sedymentacja, a wigc nie ma zwrotu osadu. Caly uklad moze by¢ zamontowany
w kontrolowanej termostatycznie kapieli wodnej. Na poczatkowych etapach naczynia porowate moga ulegal
zablokowaniu i powodowa¢ przelewanie. W takiej sytuacji nalezy wymieni¢ zablokowana wkladke na czysta,
najpierw zlewajac osad z naczynia do czystego kubla i usuwajac zablokowana wkladke. Po wytarciu nieprze-
puszczalnego cylindra zewngtrznego nalezy umiesci¢ w nim czysta wkladke i ponownie wprowadzi¢ osad do
naczynia. Caly osad, ktéry przylgnat do bocznych czesci zablokowanej wkiadki, réwniez nalezy ostroznie zdjaé
i przenie$¢. Zablokowane naczynia nalezy wyczysci¢ najpierw za pomocg malej dyszy wodnej w celu usunigcia
pozostalego osadu, nastepnie poprzez zanurzenie kolejno w rozcieiczonym roztworze podchlorynu sodu i w
wodzie, a na koniec dokladnie sptukaé woda.

22. Do napowietrzenia osadu w naczyniach napowietrzajacych obydwu ukladéw konieczne sg odpowiednie techniki,
na przyklad zastosowanie spiekanych kostek (kamieni napowietrzajacych) i sprezonego powietrza. Powietrze
oczyszcza si¢ w razie potrzeby poprzez przepuszczenie przez odpowiedni filtr i plukanie. Przez uklad musi
przej$¢ wystarczajaca ilo§¢ powietrza, tak by mozliwe bylo zachowanie warunkéw tlenowych i utrzymanie
klaczkéw osadu w zawieszeniu przez caly czas trwania badania.

Przyrzgd do filtrowania lub wiréwka

23. Urzadzenie do filtrowania probek z filtrami membranowymi o odpowiedniej porowatosci (nominalna $rednica
otworu 0,45 pm), ktére adsorbujg rozpuszczalne organiczne substancje chemiczne i uwalniaja wegiel organiczny
w minimalnym stopniu. W przypadku stosowania filtrow uwalniajacych wegiel organiczny nalezy zmy¢ filtry
doktadnie goraca woda w celu usunigcia wymywalnego wegla organicznego. Alternatywnie mozna zastosowaé
wiréwke mogaca osiggnaé 40 000 m/s2,

Sprzet do wykonywania analiz

24. Przyrzad konieczny do oznaczenia:

— DOC (rozpuszczonego wegla organicznego) i TOC (calkowitego wegla organicznego) lub ChZT (chemicz-
nego zapotrzebowania na tlen),

— konkretnej substancji chemicznej, o ile jest to konieczne,

— zawiesin, pH, stezenia tlenu w wodzie,

— temperatury, kwasowosci i zasadowosci,

— amonu, azotynu i azotanu, jesli badanie przeprowadzane jest w warunkach nitryfikacyjnych.

Woda

25. Woda wodociggowa, zawierajgca mniej niz 3 mg/l DOC. Nalezy okresli¢ zasadowos¢, jesli nie jest jeszcze znana.
26. Woda dejonizowana, zawierajgca mniej niz 2 mg/l DOC.

Pozywka organiczna

27. Jako pozywke organiczng mozna stosowaé $cieki syntetyczne, $cieki domowe lub mieszaning obydwu tych
typéw. Wykazano (11) (14), ze zastosowanie wylacznie Scieckow domowych czgsto skutkuje zwigkszong warto-
$cia procentowa usunigcia DOC, a nawet umozliwia usunigcie i biodegradacje niektorych substancji chemicz-
nych, ktére nie ulegaja biodegradacji w przypadku zastosowania syntetycznych Scickéw OECD. Ponadto state lub
przerywane dodawanie $cickéw domowych czgsto stabilizuje osad czynny, w tym jego kluczowy potencjal —
dobre osadzanie. Dlatego tez zaleca si¢ stosowanie Sciekéw domowych. Nalezy zmierzy¢ stezenie DOC lub
ChZT w kazdej nowej partii pozywki organicznej. Kwasowos¢ lub zasadowo$¢ pozywki organicznej powinna
by¢ znana. Pozywka organiczna moze wymagaé dodania odpowiedniego bufora (wodoroweglanu sodu lub
diwodorofosforanu potasu), jezeli jej poziom kwasowosci lub zasadowosci jest niski, w celu utrzymania pH
w naczyniu napowietrzajgcym w trakcie badania na poziomie ok. 7,5+ 0,5. llo§¢ dodawanego bufora oraz
moment jego dodania nalezy okresli¢ indywidualnie w kazdym przypadku. Jesli mieszaniny dodawane sa
w sposéb staly lub przerywany, poziom DOC (lub ChZT) mieszaniny musi by¢ utrzymywany na mniej wigcej
tym samym poziomie, np. poprzez rozciefczanie woda.
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Scieki syntetyczne

28. Rozpuscié w kazdym litrze wody wodociaggowej: pepton, 160 mg; ekstrakt migsa, 110 mg; mocznik, 30 mg;
bezwodny wodorofosforan potasu (K,HPO,), 28 mg; chlorek sodu (NaCl), 7 mg; dwuwodny chlorek wapnia
(CaCl,.2H,0), 4 mg; siedmiowodny siarczan magnezu (Mg,S0,.7H,0), 2 mg. Ten Sciek syntetyczny OECD jest
mieszaning przykladowa i daje $rednie st¢zenie DOC we wcieku na poziomie ok. 100 mg/l. Alternatywnie
mozna wykorzysta¢ inne skfady o zblizonym stezeniu DOC, ktére bardziej odpowiadajg prawdziwym $ciekom.
Jesli wymagany jest mniej stezony wciek, nalezy przy wykorzystaniu wody wodociagowej rozcieficzy¢ $ciek
syntetyczny, na przyklad w stosunku 1:1, tak aby uzyskaé st¢zenie ok. 50 mg/l. Taki stabszy wciek umozliwi
lepszy wzrost organizméw nitryfikujacych i modyfikacje te nalezy stosowaé w przypadku badania symulacji
oczyszczalni $Sciekéw wykorzystujacych nitryfikacje. Taki Sciek syntetyczny mozna przygotowal w wodzie
destylowanej w postaci skoncentrowanej i przechowywaé w temperaturze ok. 1 °C przez maksymalnie jeden
tydzien. W razie potrzeby nalezy go rozcienczy¢ wodg wodociggows. (Ta pozywka nie jest satysfakcjonujaca, np.
stezenie azotu jest bardzo wysokie, a zawarto$¢ wegla do$¢ niska, ale nie mozna zaproponowal niczego
lepszego poza ewentualnym dodaniem wigkszej ilosci fosforanu jako bufora i dodatkowego peptonu).

Scieki domowe

29. Wykorzysta¢ $wiezo osadzone Scieki zbierane codziennie z oczyszczalni Sciekéw przyjmujacej gtéwnie Scieki
domowe. Scieki powinny by¢ zbierane przed wstepna sedymentacja z przelewu osadnika wstgpnego lub z mate-
rialu doprowadzanego do instalacji osadu czynnego i zasadniczo nie powinny zawiera¢ czgstek gruboziarnistych.
Scieki mozna stosowaé po przechowywaniu ich przez kilka dni (ale zasadniczo nie diuzej niz siedem dni)
w temperaturze ok. 4 °C, po sprawdzeniu, czy DOC (lub ChZT) nie zmniejszyt si¢ znaczaco (tzn. o mniej niz
20 %) w trakcie przechowywania. Aby zmniejszy¢ zaklocenia w ukladzie, przed zastosowaniem nalezy skory-
gowaé DOC (lub ChZT) kazdej nowej partii do odpowiedniej stalej warto$ci, np. poprzez rozcieficzenie woda
wodociggowa.

Osad czynny

30. Pobra¢ osad czynny do inokulacji ze zbiornika napowietrzajacego dobrze funkcjonujacej oczyszczalni $ciekow
lub z zestawu osadu czynnego o skali laboratoryjnej stuzacego do oczyszczania gléwnie Sciekéw domowych.

Roztwory podstawowe badanej substancji chemicznej

31. W przypadku substancji chemicznych o odpowiedniej rozpuszczalnosci przygotowal roztwory podstawowe
o wihasciwych stezeniach (np. 1 do 5 g/l) w wodzie dejonizowanej lub w czg$ci mineralnej $ciekow syntetycz-
nych. (W przypadku nierozpuszczalnych i lotnych substancji chemicznych zob. dodatek 5). Okresli¢é DOC
i calkowity wegiel organiczny (TOC) roztworu podstawowego i powtdrzy¢ pomiary przy kazdej nowej partii.
Jesli réznica pomigdzy DOC a TOC jest wigksza niz 20 %, sprawdzi¢ rozpuszczalnos¢ badanej substancji
chemicznej w wodzie. Poréwna¢ DOC lub stezenie badanej substancji chemicznej mierzone za pomoca specy-
ficznej analizy roztworu podstawowego o wartoSci nominalnej w celu stwierdzenia, czy odzyskiwanie jest
wystarczajace (zazwyczaj mozna spodziewal si¢ wartosci > 90 %). Sprawdzi¢, w szczegélnoéci w przypadku
dyspersji, czy mozna wykorzysta¢ DOC jako parametr analityczny, czy tez mozliwe jest zastosowanie wylacznie
techniki analitycznej specyficznej dla badanej substancji chemicznej. W przypadku dyspersji konieczne jest
odwirowanie probek. W kazdej nowej partii zmierzy¢ DOC, ChZT lub poziom badanej substancji chemicznej
za pomocg specyficznej metody analitycznej.

32. Okresli¢ pH roztworu podstawowego. Wartosci krancowe wskazuja, ze dodanie substancji chemicznej moze
mie¢ wplyw na pH osadu czynnego w ukladzie badawczym. W takim przypadku w celu uzyskania pH o wartosci
7 £ 0,5 nalezy zneutralizowac roztwér podstawowy dodajac niewielkie ilosci nieorganicznego kwasu lub zasady,
ale unikajac stracania badanej substancji chemiczne;.

PROCEDURA

33. Opisano procedure dla zestawéw osadu czynnego; nalezy ja nieco dostosowal na potrzeby ukladu naczyn
porowatych.

Przygotowanie inokulum

34. Inokulowa¢ uktad badawczy na poczatku badania albo osadem czynnym, albo inokulum zawierajacym male
stezenie mikroorganizméw. Przechowywaé napowietrzone inokulum w temperaturze pokojowej do momentu
wykorzystania; zuzy¢ w ciagu 24 h. W pierwszym przypadku pobraé probke osadu czynnego z naczynia
napowietrzajgcego dobrze dzialajacej biologicznej oczyszczalni Sciekow lub z zestawu osadu czynnego o skali
laboratoryjnej przyjmujacego gléwnie $cieki domowe. Jesli konieczna jest symulacja warunkéw nitryfikacyjnych,
pobraé osad z oczyszczalni Sciekéw wykorzystujacej nitryfikacje. Okresli¢ stezenie zawiesin i — w razie potrzeby
— skoncentrowa¢ osad poprzez sedymentacje w taki sposéb, by zminimalizowaé ilo§¢ dodawana do ukladu
badawczego. Zapewni¢ poczatkowe stezenie suchej masy na poziomie ok. 2,5 gfl.

35. W drugim przypadku uzy¢ migdzy 2 ml/l a 10 ml/l odplywu z przydomowej biologicznej oczyszczalni $ciekdw
jako inokulum. Dla uzyskania jak najbardziej zréznicowanych gatunkéw bakterii mozna dodaé inokula z réznych
innych zrdédel, na przyktad wody powierzchniowej. W takim przypadku osad czynny w ukladzie badawczym
rozwinie si¢ i uro$nie.
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Dawkowanie pozywki organicznej

36. Sprawdzié, czy pojemniki na wciek i odplyw oraz rurki z naczyn na wciek i do naczyn na odplyw sg catkowicie
czyste, aby uniemozliwi¢ wzrost mikroorganizméw na poczatku i w trakcie trwania badania. Ztozy¢ uklady
badawcze w pomieszczeniu o kontrolowanej temperaturze (zazwyczaj w zakresie 20-25 °C) lub wykorzystaé
zestawy w plaszczu wodnym. Przygotowaé odpowiednia ilo§¢ koniecznej pozywki organicznej (pkt 27-29).
Wstepnie napelni¢ naczynie napowietrzajace i osadnik pozywka organiczng i dodaé inokulum (pkt 34, 35).
Rozpoczal napowietrzanie w taki sposéb, by osad byl utrzymywany w zawieszeniu i w stanie tlenowym,
rozpoczagé dozowanie wcieku i recykling osadzonego osadu. Dawkowaé pozywke organiczng ze zbiornikéw
magazynujgcych do zbiornikéw napowietrzajgcych (pkt 20, 21) zestawdéw badawczych i kontrolnych i zebrad
odplywy w podobnych zbiornikach magazynujacych. W celu uzyskania normalnego 6-godzinnego hydraulicz-
nego czasu retencji pozywke organiczng pompuje si¢ w tempie 0,5 1/h. W celu potwierdzenia tego tempa
mierzy¢ dzienng ilo§¢ dozowanej pozywki organicznej, odnotowujac zmniejszenie ilosci pozywki w zbiornikach
magazynujacych. Inne tryby dozowania konieczne sa do okreslenia skutkéw przerywanego uwalniania i »ude-
rzeniowego« podawania substangji chemicznych.

37. Jesli pozywka organiczna przygotowywana jest do uzytku przez okres dluzszy niz 1 dzief, konieczne jest
schfadzanie w temperaturze ok. 4 °C lub stosowanie innych odpowiednich metod konserwacji w celu zapobie-
zenia wzrostowi mikroorganizméw i biodegradacji poza zestawami badawczymi (pkt 29). W przypadku stoso-
wania $ciekow syntetycznych mozna przygotowac i przechowywaé w temperaturze ok. 4 °C stezony roztwor
podstawowy (np. 10-krotno$¢ normalnego stezenia, pkt 28). Taki roztwér podstawowy mozna zmieszaé przed
uzyciem z odpowiednig iloScia wody wodociagowej; alternatywnie, mozna go wpompowaé bezposrednio przy
jednoczesnym osobnym podawaniu wody wodociggowe;j.

Dawkowanie badanej substancji chemicznej

38. Doda¢ odpowiednig ilo$¢ roztworu podstawowego badanej substancji chemicznej (pkt 31) do naczynia maga-
zynujacego z wciekiem lub dawkowal bezposrednio oddzielng pompa do naczynia napowietrzajacego.
Normalne S$rednie stgzenie badawcze wcieku powinno wynosi¢é pomigdzy 10 mg/l a 20 mg/l DOC, przy
czym gbérna warto$¢ nie moze przekracza¢ 50 mgfl. Jesli rozpuszczalno$¢ badanej substancji chemicznej
w wodzie jest niska lub prawdopodobne jest wystapienie efektow toksycznych, zmniejszy¢ stezenie do 5 mg/l
DOC lub nawet mniejszej wartoéci, ale tylko jesli dostepna i wykorzystywana jest odpowiednia szczegdlna
metoda analityczna (zdyspergowane badane substancje chemiczne, ktére sa stabo rozpuszczalne w wodzie,
moga by¢ dodawane przy uzyciu specjalnych technik dawkowania, zob. dodatek 5).

39. Rozpoczaé¢ dodawanie badanej substancji chemicznej po okresie, w ktérym system ustabilizowat si¢ i wydajnie
usuwa DOC z pozywki organicznej (ok. 80 %). Przed dodaniem badanej substancji chemicznej wazne jest
sprawdzanie, czy wszystkie zestawy dzialaja tak samo wydajnie; jesli nie, skutecznym rozwigzaniem jest zazwy-
czaj zmieszanie poszczegdlnych porcji osadu i ponowne podanie réwnych ilosci do poszczegdlnych zestawow.
Jesli wykorzystywane jest inokulum z (okolo) 2,5¢g/l (suchej masy) osadu czynnego, badana substancja
chemiczna moze by¢ dodawana od poczatku badania, poniewaz bezposrednie dodawanie wzrastajacych ilosci
od samego poczgtku przynosi korzy§¢ w postaci lepszego dostosowywania si¢ osadu czynnego do badanej
substangji chemicznej. Bez wzgledu na sposéb dodawania badanej substancji chemicznej zaleca sig, by odpo-
wiednie natezenie przeplywu lub ilosci w naczyniach magazynujacych byly mierzone w regularnych odstepach
czasu.

Postgpowanie z osadem czynnym

40. Stezenie stalego osadu czynnego stabilizuje si¢ zazwyczaj pomiedzy wartoSciami granicznymi w trakcie badania,
niezaleznie od zastosowanego inokulum, w zakresie pomigdzy 1 a 3 g/l (suchej masy), w zaleznoéci od jakosci
i stezenia pozywki organicznej, warunkéw dzialania, charakteru obecnych mikroorganizméw i wplywu badanej
substangji chemiczne;.

41. Mierzy¢ zawiesiny w naczyniach napowietrzajgcych co najmniej raz w tygodniu i usuwaé nadwyzke osadu
w celu utrzymania stezenia na poziomie pomigdzy 1 g/l a 3 g/l (suchej masy) lub kontrolowaé $redni wiek
osadu utrzymujac go na stalym poziomie, zazwyczaj w zakresie pomigdzy 6 a 10 dni. Jesli wybierze si¢ na
przyklad 8-dniowy czas retencji osadu, codziennie nalezy usuwaé 1/8 objetosci osadu czynnego ze zbiornika
napowietrzajacego i odrzucaé go. Dzialania te nalezy przeprowadzaé codziennie, lub — w miar¢ mozliwosci —
przy wykorzystaniu automatycznej pompy dzialajacej w sposéb przerywany. Utrzymanie st¢zenia zawiesiny na
stalym poziomie lub pomiedzy bliskimi wartoSciami granicznymi nie pozwala na zachowanie stalego czasu
retencji osadu, ktéry jest zmienna operacyjng okreslajaca warto$¢ stezenia badanej substancji chemicznej

w odplywie.

42. W trakcie trwania badania usuwaé co najmniej raz dziennie caly osad przylegajacy do Scian naczynia napowiet-
rzajacego i osadnika, tak by osad pozostawal w stanie zawieszonym. Regularnie kontrolowal i oczyszczaé
wszystkie rurki w celu zapobiezenia wzrostowi biofilmu. Przenosi¢ poddany sedymentacji osad z osadnika
z powrotem do naczynia napowietrzajacego, najlepiej przy wykorzystaniu pompy pracujgcej w sposdb przery-
wany. W ukladzie naczyii porowatych nie zachodzi recykling, ale nalezy zadbaé, by wlozy¢ czyste naczynia,
zanim poziom w naczyniu znaczaco wzroénie (pkt 21).

43. W zestawach Husmanna moze wystgpowac slaba sedymentacja i degradacja osadu. Sytuacji tej mozna zaradzi¢
poprzez zastosowanie co najmniej jednego z ponizej wymienionych dziatan, jednocze$nie w zestawach badaw-
czych i kontrolnych:
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— mozna dodawaé w regularnych odstgpach, np. co tydzien, §wiezy osad lub flokulant (np. 50 g/l FeCl; w ilosci
2 ml/naczynie), lecz nalezy zadba¢, by nie nastgpila Zadna reakcja czy tez wytracanie osadu w wyniku reakcji
pomiedzy badang substancja chemiczng a FeCls,

— podnosnik powietrzny mozna zastapi¢ pompa perystaltyczng, co umozliwia przeptyw recyrkulacyjny osadu
mniej wigcej rownowazny przeplywowi wcieku i pozwala na rozwinigcie strefy beztlenowej w osadzie
poddanym sedymentacji (geometria podnosnika powietrznego ogranicza minimalne natezenie przeplywu
zwroconego osadu do ok. 12-krotnosci natezenia przeplywu wecieku),

— mozna pompowac osad w sposob przerywany z osadnika do naczynia napowietrzajacego (np. 5 min. co
2,5 h) w celu zwrotu 1 1/h do 1,5 1/h,

— mozna wykorzysta¢ nietoksyczna substancje przeciwpianotwércza w minimalnym stezeniu w celu zapo-
biezenia stracie wskutek pienienia (np. olej silikonowy),

— mozna przepusci¢ powietrze przez osad w osadniku w krétkich uderzeniowych porcjach (np. przez 10
sek., co godzing),

— mozna w regularnych odstepach podawaé pozywke organiczng do naczynia napowietrzajacego (np.
przez 3-10 min co godzing).

Pobieranie prébek i analiza

Mierzy¢ w regularnych odstepach stezenie rozpuszczonego tlenu, temperature i pH osadu czynnego w naczy-
niach napowietrzajacych. Zapewni¢ stala dostgpno$¢ wystarczajacej ilosci tlenu (> 2 mg/l) i temperaturg w odpo-
wiednim zakresie (normalnie od 20 °C do 25 °C). Utrzyma¢ pH na poziomie 7,5 * 0,5, dawkujac niewielkie
ilodci nieorganicznej zasady lub kwasu do naczynia napowietrzajacego lub do wcieku, lub zwigkszajac pojem-
no$¢ buforowy pozywki organicznej (zob. pkt 27). Jedli zachodzi nitryfikacja, wytwarzany jest kwas, utlenienie
1 mg N powoduje wytworzenie odpowiednika ok. 7 mg CO5—. Czestotliwo$¢ pomiaréw zalezy od mierzonych
parametréw oraz stabilnosci systemu i mozliwe jest wystgpowanie réznic pomiedzy pomiarami dziennymi

i tygodniowymi.

Zmierzy¢ DOC lub ChZT we wciekach do naczyn kontrolnych i badawczych. Zmierzy¢ stezenie badanej
substancji chemicznej we wcieku w zestawie badawczym przy wykorzystaniu analizy wlasciwej lub oszacowad
je ze stezenia w roztworze podstawowym (pkt 31), wykorzystanej pojemnosci i iloci Sciekéw dawkowanych do
zestawu badawczego. Zaleca si¢ obliczenie stezenia badanej substancji chemicznej w celu zmniejszenia zmien-
nosci danych dotyczacych stezenia.

Pobra¢ odpowiednie probki z zebranego odptywu (np. 24-godzinna probka zbiorcza) i przefiltrowaé je przez
membrang o wielkosci poréw 0,45 um lub odwirowaé je przy ok. 40 000 m/s® przez ok. 15 min. Jesli
filtrowanie sprawia trudnosci, nalezy zastosowaé wirowanie. Okresli¢ DOC lub ChZT co najmniej dwukrotnie
w celu zmierzenia ostatecznej biodegradagji i, o ile to konieczne, pierwotnej biodegradacji, w drodze analizy
specyficznej dla badanej substancji chemicznej.

Zastosowanie ChZT moze spowodowaé powstanie trudnosci analitycznych przy niskich stezeniach i dlatego
zalecane jest wylgcznie, jesli wykorzystuje si¢ odpowiednio wysokie stezenie badawcze (ok. 30 mg/l). Ponadto
w przypadku mocno adsorbujacych substancji chemicznych zaleca si¢, by ilos¢ adsorbowanej substancji
chemicznej w osadzie byla mierzona przy wykorzystaniu techniki analitycznej specyficznej dla badanej
substancji chemicznej.

Czgstotliwo$¢ pobierania prébek zalezy od oczekiwanej dlugosci trwania badania. Zalecana jest czestotliwosé
trzy razy w tygodniu. Jesli zestawy dzialaja wydajnie, nalezy przeznaczy¢ okres od 1 do maksymalnie 6 tygodni
po wprowadzeniu badanej substancji chemicznej na osiagnigcie stanu ustalonego. W celu oceny wyniku badania
uzyska¢ co najmniej 15 waznych wartosci w fazie plateau (pkt 59) trwajacej normalnie 3 tygodnie. Badanie
mozna zakoficzy¢ po osiagnieciu odpowiedniego stopnia eliminacji (np. > 90 %) i uzyskaniu tych 15 wartosci
odpowiadajacych analizom przeprowadzonym w kazdym dniu roboczym przez 3 tygodnie. Normalnie okres
trwania badania nie powinien przekracza¢ 12 tygodni po dodaniu badanej substancji chemicznej.

Jesli osad ulegnie nitryfikacji oraz jesli zbadany ma by¢ wplyw badanej substancji chemicznej na nitryfikacje,
przeanalizowa¢ co najmniej raz w tygodniu prébki z odplywu zestawéw badawczych i kontrolnych pod katem
soli amonowych lub azotynéw i azotandw.

Wszystkie analizy, szczegdlnie okreslenie poziomu azotu, nalezy przeprowadzaé tak szybko, jak to tylko
mozliwe. Jeli analizy muszg by¢ przesunigte w czasie, prébki nalezy przechowywaé w temperaturze ok. 4 °C
w ciemnoéci, w pelnych i szczelnie zamknigtych butelkach. Jesli probki musza by¢ przechowywane przez ponad
48 h, zabezpieczy¢ je poprzez zamrozenie, zakwaszenie (np. stosujgc 10 mlfl roztworu kwasu siarkowego
o stezeniu 400 g/l) lub dodanie odpowiedniej substancji toksycznej (np. 20 ml/l roztworu chlorku rteci(Il)
o stezeniu 10 gfl). Zadba¢, by technika zabezpieczenia nie miala wplywu na wyniki analizy.
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Laczenie zestawéw badawczych

51. Jesli stosowane jest laczenie (dodatek 3), wymienial codziennie t¢ samg ilo§¢ osadu czynnego (150 ml do
1 500 ml w przypadku naczyi napowietrzajacych zawierajacych 3 litry ptynu) pomigdzy naczyniami napowiet-
rzajacymi zestawu badawczego i jego zestawu kontrolnego. Jesli badana substancja chemiczna adsorbuje silnie
do osadu, wymieni¢ tylko supernatant osadnikéw. W obydwu przypadkach zastosowaé wspoélczynnik korygu-
jacy do obliczenia wynikéw badania (pkt 55).

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Obrobka wynikéw

52. Obliczy¢ warto$¢ procentowy eliminacji DOC lub ChZT badanej substancji chemicznej w odniesieniu do kazdej
oceny w czasie, wykorzystujac réwnanie:

C—(E-E,
Dt:¥x100

S

gdzie:

9
I

% eliminacji DOC lub ChZT w czasie t,

@]
I

DOC lub ChZT we wcieku w wyniku dzialania badanej substancji chemicznej, najlepiej oszacowane
z roztworu podstawowego (mg]l),

E = mierzona warto$¢ DOC lub ChZT w badanym odplywie w czasie t (mg/l),

rm
1

o = mierzona warto§¢ DOC lub ChZT w kontrolnym odplywie w czasie t (mg/l).

53. Stopien eliminacji DOC lub ChZT w pozywce organicznej w zestawie kontrolnym to informacja przydatna przy
ocenianiu aktywnosci biodegradacyjnej osadu czynnego w trakcie badania. Obliczy¢ warto$¢ procentows elimi-
nacji z réwnania:

Cy—E
Dp = 4100
Cym

gdzie:

Dy = % eliminacji DOC lub ChZT pozywki organicznej w zestawie kontrolnym w czasie t,

Cy = DOC lub ChZT pozywki organicznej we wcieku kontrolnym (mg/l).

Opcjonalnie mozna obliczy¢ warto$¢ procentowq eliminacji DOC lub ChZT wskutek dodania pozywki orga-
nicznej oraz badanej substancji chemicznej w zestawie badawczym z réwnania:

pr=STE 100
T = I

Dr = % eliminacji DOC lub ChZT catosci wcieku badawczego,
Cr = DOC lub ChZT caloéci wcieku badawczego lub warto§¢ obliczona z roztworéw podstawowych (mg/l).

54. Obliczy¢ usunigcie badanej substancji chemicznej, jesli pomiaru dokonywano przy wykorzystaniu swoistej
metody analitycznej przy kazdym pomiarze w czasie, z rownania:

i_Se

Dst = x 100

i

Dgr = % pierwotnej eliminacji badanej substancji chemicznej w czasie t,

g
|

= mierzone lub szacowane stezenie badanej substancji chemicznej w badanym wcicku (mg/l),

(%]
1

. mierzone st¢zenie badanej substancji chemicznej w badanym wcieku w czasie t (mg/l).
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55. Jesli wykorzystano tryb polaczenia, wyréwnac rozcieficzenie badanej substancji chemicznej w naczyniu napo-
wietrzajacym przez wymiane osadu z zastosowaniem wspotczynnika korygujacego (zob. dodatek 3). Jesli zasto-
sowano $redni hydrauliczny czas retencji trwajacy 6 h i wymiang polowy objetosci osadu czynnego w naczyniu
napowietrzajacym, stwierdzone dzienne wartosci eliminacji (D, pkt 52) musza zostaé skorygowane w celu
otrzymania prawdziwego stopnia eliminacji — D, — badanej substancji chemicznej z réwnania:

4D, — 100

Dy = 3

Prezentacja wynikéw badania

56. Przedstawi¢ w postaci wykresu warto§¢ procentowa eliminacji D, (lub D) oraz Dy, jesli jest dostgpna,
w stosunku do czasu (zob. dodatek 2). Z ksztaltu krzywej eliminacji badanej substancji chemicznej (per se
lub jako DOC) mozna wyciagngé pewne wnioski co do procesu usuwania.

Adsorpcja

57. Jesli od poczatku badania obserwuje si¢ wysoka eliminacj¢ DOC, badana substancja chemiczna jest prawdopo-
dobnie eliminowana w drodze adsorpcji do stalego osadu czynnego. Mozna to udowodni¢ poprzez okreslenie
adsorbowanej badanej substancji chemicznej w drodze analizy whasciwej. Wysoki poziom eliminacji DOC
adsorbowalnych substancji chemicznych podczas calego badania nie jest typowy; zazwyczaj na poczatku
usuwanie zachodzi w duzym stopniu, ktéry nastepnie spada do réwnomiernego poziomu. Jednak jesli adsor-
bowalna substancja chemiczna spowodowata jaki§ rodzaj przystosowania populacji bakterii, poziom eliminacji
DOC badanej substancji chemicznej ulegatby stopniowemu wzrostowi i osiagal wysoki poziom plateau.

Faza zastoju

58. Tak samo jak w przypadku statycznych badan przesiewowych, wiele badanych substancji chemicznych wymaga
fazy zastoju przed wystapieniem pelnej biodegradacji. W fazie zastoju nastgpuje przystosowanie lub adaptacja
bakterii prowadzacych proces degradacji przy jednoczesnym prawie catkowitym braku usuwania badanej
substancji chemicznej; nastgpnie zachodzi wstepny wzrost tych bakterii. Zaklada si¢, ze ta faza konczy sig,
a zaczyna faza degradacji, kiedy nastgpuje usunigcie ok. 10 % wstgpnej iloSci badanej substancji chemicznej (po
adsorpdji, o ile takowa wystapi). Faza zastoju jest cz¢sto bardzo zmienna i stabo odtwarzalna.

Faza plateau

59. Faza plateau na krzywej eliminacji w tescie ciaglym definiowana jest jako ta faza, w ktérej nastgpuje maksymalna
degradacja. Faza plateau powinna trwa¢ co najmniej 3 tygodnie i nalezy w jej trakcie dokonaé okolo 15
waznych pomiaréw wartosci.

Sredni stopieri eliminacji badanej substangji chemicznej

60. Obliczy¢ $rednig warto$¢ z wartosci eliminacji (D) badanej substancji chemicznej w fazie plateau. W zaokragleniu
do najblizszej liczby catkowitej (1 %) stanowi ona stopieri eliminacji badanej substancji chemicznej. Zaleca si¢
réwniez obliczenie 95 % przedziatu ufnosci Sredniej wartosci.

Eliminacja pozywki organicznej

61. Przedstawi¢ w postaci wykresu warto$¢ procentows eliminacji DOC lub ChZT pozywki organicznej w zestawie
kontrolnym (Dp) w stosunku do czasu. Wskazac $redni stopien eliminacji w taki sam sposob jak w odniesieniu
do badanej substancji chemicznej (pkt 60).

Wskazywanie na biodegradacje

62. Jesli substancja chemiczna nie adsorbuje w znaczacym stopniu do osadu czynnego, a krzywa eliminacji ma
typowy ksztalt krzywej biodegradacji z fazami zastoju, degradacji i plateau (pkt 58, 59), zmierzong eliminacje
mozna bezpiecznie przypisa¢ biodegradacji. Jesli zaszlo znaczne wstgpne usuwanie, badanie symulacyjne nie
moze dokonywa¢ rozréznienia pomigdzy procesami eliminacji biologicznej i abiotycznej. W takich przypadkach,
a takze w innych sytuacjach, kiedy zachodzi watpliwos¢ co do biodegradacji (np. jesli wystepuje odpedzanie),
przeanalizowa¢ adsorbowane badane substancje chemiczne lub przeprowadzi¢ dodatkowe statyczne badania
biodegradacji w oparciu o parametry wyraznie wskazujace na procesy biologiczne. Takie badania to metoda
pobierania tlenu (rozdz. C.4 D, E i F niniejszego zalacznika (6)), badanie z pomiarem wytwarzania dwutlenku
wegla (rozdzial C.4 C niniejszego zalacznika (6)) lub metoda ISO pomiaru dwutlenku wegla w przestrzeni nad
roztworem (18) wykorzystujaca preinkubowane inokulum z badania symulacyjnego. Jesli zmierzone zostalo
zaréwno usunigcie DOC, jak i usunigcie wlasciwej substancji chemicznej, znaczace réznice (pierwsza warto$c jest
nizsza niz druga) pomiedzy wartodciami procentowymi wskazujg obecno$¢ w odplywach posrednich produktéw
organicznych, ktére moga by¢ trudniejsze w degradacji niz pierwotna substancja chemiczna.
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Waznos¢ wynikéw badania

63. Informacje na temat normalnej biodegradacji inokulum uzyskuje sie, jesli okresli si¢ stopien eliminacji pozywki
organicznej (pkt 53) w zestawie kontrolnym. Badanie uznaje si¢ za wazne, jeli stopien eliminacji DOC lub
ChZT w zestawie kontrolnym (zestawach kontrolnych) wynosi > 80 % po dwéch tygodniach i nie zaobserwo-
wano zadnych nietypowych zjawisk.

64. Jesli zastosowano szybko biodegradowalna (referencyjng) substancje chemiczna, stopient biodegradacji (D, pkt
52) powinien wynies¢ > 90 %.

65. Jesli badanie przeprowadzane jest w warunkach nitryfikujacych, Srednie stezenie w odpltywach powinno wynosi¢
<1 mg/l azotu w postaci amoniaku i <2 mg/l azotu w postaci azotynu.

66. Jesli te kryteria (pkt 63—65) nie sa spelnione, powtdrzy¢ badanie, wykorzystujac inokulum z innego Zrédla,
zbada¢ substancj¢ odniesienia i dokona¢ przegladu wszystkich procedur eksperymentu.

Sprawozdanie z badania

67. Sprawozdanie z badania musi zawieral nastgpujace informacje:
Badana substancja chemiczna
— dane identyfikacyjne,
— charakter fizyczny i w razie potrzeby wlasnosci fizykochemiczne.
Warunki badania

— typ ukladu badawczego; wszelkie modyfikacje w przypadku badania nierozpuszczalnych i lotnych substancji
chemicznych,

— typ pozywki organicznej,
— proporcja i charakter Scickéw przemystowych obecnych w Sciekach, jesli sa znane,

— inokulum: charakter i miejsce (miejsca) pobierania prébek, stezenie i wszystkie operacje przygotowania
wstepnego,

— roztwor podstawowy badanej substancji chemicznej: zawarto$¢ DOC i ChZT; sposéb przygotowywania, jesli
jest to zawiesina; wykorzystane stezenie badawcze; powody zastosowania wartosci DOC poza zakresem
10-20 mg/l; metoda dodawania; data pierwszego dodania; ewentualne zmiany,

— $redni wiek osadu i $redni hydrauliczny czas retencji; metoda degradacji osadu; metoda likwidowania
pecznienia, utraty osadu itp.,

— zastosowane techniki analityczne,
— temperatura badania,

— cechy pecznienia osadu, indeks objetosciowy osadu (SVI), zawarto$¢ zawiesin w komorze osadu czynnego
(MLSS),

— wszelkie odchylenia od standardowych procedur i wszelkie okolicznosci, ktére mogly mie¢ wpltyw na wyniki.
Whyniki badania

— wszystkie mierzone dane (DOC, ChZT, analizy wlaSciwe, pH, temperatura, st¢zenie tlenu, zawiesiny,
substancje chemiczne zawierajace azot, w stosownych przypadkach,

— wszystkie obliczone wartosci D, (lub D), Dy, Dy, otrzymane w formie tabelarycznej i krzywe eliminacji,

— informacje na temat faz zastoju i faz plateau, dtugo$¢ trwania badania, stopien eliminacji badanej substancji
chemicznej i pozywki organicznej w zestawie kontrolnym wraz z informacjami statystycznymi i potwier-
dzeniami biodegradowalnosci i waznosci badania,

— omoéwienie wynikéw.
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Dodatek 3

[INFORMACYJNY]

LACZENIE ZESTAWOW BADAWCZYCH

W celu zréwnowazenia populacji bakteryjnych w osadzie w zestawie badawczym, do ktorego wprowadza si¢ Scieki
i badang substancj¢ chemiczng, oraz w zestawie kontrolnym, do ktérego wprowadza si¢ tylko Scieki, wprowadzono
codzienng wymiang osadu (1). Procedure t¢ nazwano laczeniem, a metoda znana jest jako zestawy laczone. Pierwotnie
faczenie stosowano do zestawdw osadu czynnego Husmanna, ale uzywano go réwniez do zestawdw z naczyniami
porowatymi (2) (3). Nie odnotowano znaczacych réznic w wynikach zestawéw nielaczonych i laczonych, zaréwno
w przypadku zestawéw Husmanna, jak i zestawéw naczyn porowatych, tak wigc wydatkowanie czasu i energii na
faczenie zestawdw nie przynosi zadnych korzysci.

Wymiana osadu moze pozornie powodowal znaczace usuwanie, poniewaz cz¢§¢ badanej substancji chemicznej jest
przenoszona, a stezenia badanej substancji w odplywie badanym i kontrolnym staja si¢ niemal réwne. Dlatego tez
konieczne jest stosowanie wspélczynnikéw korygujacych, ktére uzaleznione s od wymienianej frakcji i Sredniego
hydraulicznego czasu retencji. Opublikowano szczeg6towe informacje na temat wyliczen (1).

Obliczy¢ skorygowany stopiefi eliminacji DOC lub ChZT uzywajac ogdlnego wzoru:

D = (D, — 100 - a - r/12)/(1 — a - 1]/12)%

gdzie:

= skorygowany % eliminacji DOC lub ChZT,

D, = okreslony % eliminacji DOC lub ChZT,

a = wymieniona frakcja objetosci zestawéw osadu czynnego,
r = $redni hydrauliczny czas retencji (h).

Jesli na przyktad potowa pojemnosci naczynia napowietrzajacego jest wymieniana (a = 0,5), a Sredni hydrauliczny czas
retencji wynosi 6 h, prawidlowy wzér to:

4D, — 100

Pe=35
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Dodatek 4

OCENA HAMOWANIA OSADU CZYNNEGO
Procedura z udzialem badanych substancji chemicznych

1. Substancja chemiczna (lub $ciek) mogg nie ulega¢ degradacji ani usuwaniu w badaniu symulacyjnym i moga wrecz
mie¢ wplyw hamujacy na mikroorganizmy w osadzie. Inne substancje chemiczne ulegaja biodegradacji w niskich
stezeniach, ale maja dzialanie hamujace w stezeniach wyzszych (hormeza). Dzialanie hamujace moze ujawni¢ si¢ na
wezesniejszym etapie lub moze zostaé stwierdzone dzigki zastosowaniu badania toksycznosci przy uzyciu inokulum
podobnego lub identycznego jak to stosowane w badaniu symulacyjnym (1). Metody te to hamowanie pobierania
tlenu (rozdzial C.11 niniejszego zalgcznika (2) oraz ISO 8192(3)) lub hamowanie wzrostu organizméw w osadzie
(ISO 15522 (4)).

2. W badaniu symulacyjnym wszelkie dzialanie hamujace wyraza si¢ jako réznica poziomu rozpuszczonego wegla
organicznego (DOC) lub chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) pomiedzy odplywem z naczynia badawczego
i z kontrolnego przekraczajgca ilos¢ DOC w substancji dodanej jako badana substancja chemiczna. Inaczej mowiac,
warto§¢ procentowa usunigcia DOC (i biochemicznego zapotrzebowania na tlen BZT, chemicznego zapotrzebowania
na tlen ChZT lub NH",) w poddawanej dziataniu pozywce organicznej zmniejszy si¢ w obecnosci badanej substancji
chemicznej. Jesli to nastgpi, nalezy powtérzy¢ badanie, zmniejszajac stezenie badanej substancji chemicznej do
momentu osiggniecia poziomu, na ktérym nie wystepuje hamowanie, i ewentualnie dalej zmniejszajac stezenie do
momentu biodegradacji badanej substancji chemicznej. Jednakze jesli badana substancja chemiczna (lub $ciek) ma
negatywny wplyw na proces we wszystkich badanych stezeniach, sugeruje to, ze substancja jest trudna do oczysz-
czania biologicznego, lub tez ze jest ono niemozliwe, jednak warto powtérzy¢ badanie przy wykorzystaniu osadu
czynnego z innego zrédla lub podda¢ osad bardziej stopniowemu przystosowaniu.

3. Z kolei jesli badana substancja chemiczna ulega bioeliminacji przy pierwszej probie przeprowadzenia badania symu-
lacyjnego, jej stezenie nalezy zwigkszy¢, jesli konieczne jest ustalenie, czy dana substancja chemiczna moze mieé
dzialanie hamujace.

4. Przy probach okreslenia stopnia hamowania nalezy pamietaé, ze populacja w osadzie czynnym moze ulec zmianie,
wskutek czego z biegiem czasu mikroorganizmy moga rozwing¢ tolerancj¢ na substancje chemiczna o dziataniu
hamujacym.

5. Obliczenie stopnia hamowania:

Ogdlng procentowg warto$¢ usuniecia R, BZT, DOC, ChZT itp. w zestawach testowych i kontrolnych mozna
wyliczy¢ z:

R, = 100 (I — B/l %
gdzie:

I = stezenie we wcieku BZT, DOC, ChZT itp. w naczyniach badawczych i kontrolnych (mg/l),
E odpowiednie stezenia w odplywie.

[ i E nalezy skorygowaé o DOC w odniesieniu do badanej substancji chemicznej w zestawach badawczych, w prze-
ciwnym wypadku obliczenia procentowej warto$ci hamowania beda niepoprawne.

Stopiefi hamowania wywolanego obecnoscig badanej substancji chemicznej mozna obliczy¢ z:
% hamowania = 100 (R, — Ry)/R,
gdzie:

R, = procentowa warto$¢ usunigcia w naczyniach kontrolnych,
R, = procentowa warto$¢ usunigcia w naczyniach badawczych.
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Dodatek 5

Badane substancje chemiczne slabo rozpuszczalne w wodzie — lotne substancje chemiczne

Substancje chemiczne slabo rozpuszczalne w wodzie

Opublikowano do tej pory niewicle raportéw z poddawania substancji chemicznych stabo rozpuszczalnych i nierozpusz-
czalnych w wodzie badaniom symulujacym oczyszczanie Sciekéw (1) (2) (3).

Nie istnieje jedna metoda dyspersji badanej substancji chemicznej, ktéra mialaby zastosowanie do wszystkich nierozpusz-
czalnych substancji chemicznych. Dwa z czterech typéw metod opisywanych w ISO 10634 (4) wydaja si¢ odpowiednie
do podjecia préb rozproszenia badanych substancji chemicznych na potrzeby badan symulacyjnych; sa to zastosowanie
srodkéw emulgujacych lub energii ultradZwigkowej. Nalezy osiggnac co najmniej 24-godzinne okresy stabilnosci dyspersji.
Odpowiednio ustabilizowane dyspersje znajdujace si¢ w zbiorniku ze stalym mieszaniem (pkt 38) dawkuje si¢ nastgpnie
do naczynia napowietrzajacego oddzielnie od $ciekéw domowych (lub syntetycznych).

Jesli dyspersje sa stabilne, zbada¢, jak mozna okresli¢ ilos¢ badanej substancji chemicznej w postaci zdyspergowane;. Jest
malo prawdopodobne, by odpowiednie bylo wykorzystanie DOC, zatem nalezy okresli¢ dla badanej substancji chemicznej
wla$ciwa metode analityczng, ktérg mozna byloby stosowaé do odplywéw, czesci stalych odplywéw i osadu czynnego.
To, co stanie si¢ z badang substancja chemiczng w symulacji procesu osadu czynnego, jest wowczas determinowane
w fazach cieklych i stalych. W ten sposéb ustalony zostanie »bilans masy« pozwalajacy okresli¢, czy badana substancja
chemiczna ulegla biodegradacji. Bedzie si¢ to jednak odnosi¢ tylko do biodegradacji pierwotnej. Nalezy podjaé prdbe
wykazania ostatecznej biodegradacji poprzez zastosowanie respirometrycznego badania szybkiej biodegradowalnosci
(rozdzial C.4 niniejszego zalacznika (5) C, F lub D), wykorzystujac jako inokulum osad poddany dziataniu badanej
substancji chemicznej w badaniu symulacyjnym.

Lotne substancje chemiczne

Zastosowanie symulacji oczyszczania Sciekéw do substancji lotnych jest dyskusyjne i problematyczne. Tak samo jak
w przypadku badanych substancji chemicznych stabo rozpuszczalnych w wodzie, réwniez na temat badai symulacyjnych
z wykorzystaniem lotnych substancji chemicznych opublikowano niewiele raportéw. Konwencjonalnego typu przyrzad
do mieszania pelnego jest adaptowany poprzez uszczelnienie zbiornikéw napowietrzajacych i osadnikéw, pomiar
i kontrole przeplywu powietrza przy wykorzystaniu miernikéw przeplywu powietrza oraz przepuszczanie gazu ucho-
dzacego przez pulapki w celu zebrania lotnych substancji organicznych. W niektérych przypadkach wykorzystuje si¢
pompe prozniowa do przepuszczania gazu uchodzacego przez »zimng« pulapke lub pulapke oczyszczajacy zawierajaca
Tenax i zel silikonowy do analiz metoda chromatografii gazowej. Obecno$¢ badanej substancji chemicznej w pulapce
mozna okresli¢ analitycznie.

Badanie przeprowadzane jest w dwoch czg$ciach. Zestawy dzialaja najpierw bez osadu — do zbiornika napowietrzajacego
wpompowuje si¢ tylko Scieki syntetyczne i badang substancj¢ chemiczng. Probki weieku, odptywu i gazu uchodzgcego sa
gromadzone i analizowane pod katem obecnosci badanej substancji chemicznej przez kilka dni. Na podstawie zgroma-
dzonych danych mozna obliczy¢ warto§¢ procentowa (R, badanej substancji chemicznej usunigtej z ukladu.

Nastepnie przeprowadza si¢ normalne badanie biologiczne (z osadem) w warunkach operacyjnych identycznych do
warunkow badania odpedzania. Wykonuje si¢ rowniez pomiary DOC lub ChZT w celu sprawdzenia, czy zestawy pracuja
wydajnie. Od czasu do czasu przeprowadza si¢ analizy majace okresli¢ ilo§¢ badanej substancji chemicznej we wcieku,
odplywie i gazie uchodzacym w pierwszej czgSci badania; po przystosowaniu przeprowadza si¢ czestsze analizy. Na
podstawie danych w stanie ustalonym mozna obliczy¢ warto$¢ procentowa usuniecia badanej substancji chemicznej
z fazy cieklej przy wykorzystaniu wszystkich proceséw (Ry) (fizycznych i biologicznych) oraz odsetek (Ry) usunigty
z ukladu.

Obliczenie:

a) W badaniu niebiologicznym udzial procentowy (Ryp) badanej substancji chemicznej usunietej z ukladu mozna obli-
czy¢ ze wzoru:
S
Rvp = 2 100
Sip

gdzie:

Ryp = usunigcie badanej substancji chemicznej poprzez ulatnianie si¢ (%),

badana substancja chemiczna zgromadzona w pulapce wyrazona jako ekwiwalent stezenia w fazie plynnej
(mgfD),
Spp = stezenie badanej substancji chemicznej we wcieku (mg/l).

Svp

b) W badaniu biologicznym udzial procentowy (Ry) badanej substancji chemicznej usunigtej z uktadu mozna obliczy¢ ze
wzoru:
Sy
Ry = — - 100
VT

Ry = usunigcie badanej substancji chemicznej poprzez ulatnianie si¢ w badaniu biologicznym (%),

Sy = badana substancja chemiczna zgromadzona w pulapce w badaniu biologicznym, wyrazona jako ekwiwalent
stezenia w plynnym wcieku (mg/l),

gl
I

stezenie badanej substancji chemicznej we wcieku (mg/l).
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¢) W badaniu biologicznym udzial procentowy (Ry) usunigcia badanej substancji chemicznej we wszystkich procesach
jest wyliczany ze wzoru:

Rr=1-F.100
T = s,
gdzie:
Sg = stezenie badanej substancji chemicznej w (plynnym) odplywie (mg/l).

R

Stad tez udzial procentowy (Rp,) usunigty poprzez biodegradacje z adsorpcja mozna obliczyé ze wzoru:
Rps = Ry — Ry)

Oddzielne badania nalezy przeprowadzi¢ w celu okrelenia, czy badana substancja chemiczna podlega adsorpcji; jesli
tak, mozna dokona¢ dalszej korekty.

e) Poréwnanie pomiedzy proporcjami badanej substancji chemicznej usunigtej w ukladach badania biologicznego (Ry)
i niebiologicznego (Ryp) wskazuje ogdlny wplyw oczyszczania biologicznego na emisje badanej substancji chemicznej
do atmosfery.

Przyklad: benzen
Czas retencji osadu = 4 dni

Sciek syntetyczny; czas retencji = 8 h

Sp = S = 150 mg/l
Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)

Sy = 22,5mg|l
Sg = 50 pgfl
Stad:

Ryp = 100 %, Ry = 15 %
Ry = 100% a Ry, = 85 %.

Przyjeto, Ze benzen nie ulega adsorpcji na osadzie.
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Dodatek 6

Wplyw czasu retencji osadu (CRO) na podatno$¢ substancji chemicznych na oczyszczanie

WPROWADZENIE

. Metodg opisana w glownej czgsci tekstu stworzono w celu potwierdzenia, czy badane substancje chemiczne (zazwy-

czaj takie, o ktérych wiadomo, ze s zasadniczo biodegradowalne, ale nie ulegaja szybkiej biodegradacji) moga ulec
biodegradacji w granicach nakladanych przez oczyszczalnie Sciekéw. Wyniki podawane s3g w postaci procentowej
warto$ci usunigcia i procentowej wartoéci biodegradacji. Warunki dzialania zestawdw osadu czynnego i wybér
wcieku pozwalaja na wystgpowanie do$¢ szerokiego zakresu stezen badanej substancji chemicznej w odplywie.
Badania przeprowadzane s3 tylko dla jednego st¢zenia nominalnego osadu stalego lub w odniesieniu do jednego
czasu retencji osadu (CRO), a opisane schematy degradacji osadu moga spowodowaé, ze warto§¢ CRO bedzie ulegaé
znacznym zmianom w trakcie badania, zaréwno w odniesieniu do wartosci z kolejnych dni, jak i réznych wartosci
z tego samego dnia.

. W tym wariancie (1) (2) CRO jest kontrolowany w znacznie wezszych ramach przez 24 h (tak jak dzieje si¢ to na

duzg skalg), co powoduje bardziej stale stezenie w odplywach. Zalecane sa Scieki domowe, poniewaz daja bardziej
spojne i wyzsze warto§ci procentowe usuniecia. Ponadto bada si¢ wplyw szeregu wartosci CRO i w bardziej
szczeg6towym badaniu mozna okresli¢ wplyw réznych temperatur na stezenie odplywu.

. Nie ma zgody co do tego, jakie modele kinetyczne majg zastosowanie w sytuacji, kiedy substancje chemiczne ulegaja

biodegradacji w warunkach oczyszczania Sciekow. Wybrano zastosowanie modelu Monoda wzrostu bakterii i uzycia
substratu (1) (2) do zgromadzonych danych, poniewaz metoda ta miala by¢ stosowana tylko do substancji chemicz-
nych produkowanych w duzych ilociach, co skutkuje stezeniami w Sciekach powyzej 1 mg[l. Wazno$¢ modelu
uproszczonego i poczynionych zalozen stwierdzono wykorzystujac szereg zwigzkéw oksyetylenowanych o réznych
stopniach biodegradowalnosci pierwotnej (2) (3).

Uwaga: Ten wariant metody jest zgodny z wigkszo$cig tekstu dotyczacego tej metody badawczej C.10-A, za$ ponizej
podano wylacznie te aspekty, ktore sa odmienne.

ZASADA BADANIA

. Zestawy osadu czynnego z naczyniami porowatymi, ktore majg za zadanie ulatwienie (niemal) ciaglego wytracania

mieszanego plynu, pozwalajg na bardzo dokladna kontrole czasu retencji osadu (CRO lub 9, dzialajg w trybie
niepolgczonym w odniesieniu do szerokiego zakresu czaséw retencji osadu oraz, opcjonalnie, w réznych tempera-
turach. Czas retencji wynosi zazwyczaj od 2 do 10 dni, a temperatura od 5 do 20 °C. Scieki, najlepiej écieki domowe,
oraz roztwor badanej substancji chemicznej dawkowane sg osobno do zestawoéw w tempie umozliwiajgcym otrzy-
manie wymaganego czasu retencji (3 do 6 godzin) oraz wymaganego stezenia badanej substancji chemicznej we
wecieku. Rownoczesnie, dla celéw poréwnawczych, dzialajg zestawy kontrolne, ktore nie otrzymuja badanej substancji
chemicznej.

. Mozliwe jest wykorzystanie innego typu przyrzadéw, jednak nalezy zachowaé szczegdlng ostrozno$é, by zapewnié

odpowiednia kontrole CRO. Przykladowo, przy wykorzystywaniu instalacji obejmujacych odstojnik konieczne moze
okazaé si¢ uwzglednienie utraty czedci stalych z odplywu z instalacji. Ponadto nalezy podja¢ specjalne $rodki
ostroznodci w celu uniknigcia bledéw wynikajacych ze zmiany ilosci osadu w odstojniku.

. Zestawy pracuja w okre$lonych ukladach warunkéw i po osiagnigciu réwnowagi przez okoto trzy tygodnie uzyskuje

si¢ $rednie stezenia w stanie ustalonym badanej substancji chemicznej w odptywach i — opcjonalnie — DOC. Oprécz
oceniania wartodci procentowej usuniecia badanej substancji chemicznej i — opcjonalnie — DOC, przedstawia sie
w formie graficznej stosunek pomigdzy warunkami dzialania instalacji a stezeniem w odplywie. Na podstawie tego
mozna obliczy¢ probne state kinetyczne oraz przewidzie¢ warunki, w jakich badana substancja chemiczna moze by¢
oczyszczana.

INFORMACJE NA TEMAT BADANE] SUBSTANC]I CHEMICZNE]

. Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 12 i 13.

POZIOMY PROGOWE

. Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 14 i 15.

BADANE SUBSTANCJE ODNIESIENIA

9. Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 16.
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20.

21.

22.

ODTWARZALNOSC WYNIKOW BADAN

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 17 i 18.

OPIS METODY
Przyrzad

Odpowiednim zestawem jest zmodyfikowany uklad naczyn porowatych (dodatek 6.1). Sklada si¢ z naczynia
wewnetrznego (wkladki) z porowatego polipropylenu o grubosci 3,2 mm i maksymalnej $rednicy poréw 90 pm,
w ktorym zlacze jest zgrzane doczolowo. (Powoduje to, ze zestaw jest trwalszy niz ten opisany w pkt 21 niniejszego
rozdziatu, C.10 A). Wkladka umieszczona jest w nieprzepuszczalnym polietylenowym naczyniu zewngtrznym, ktére
sklada si¢ z dwoch czgdci: okraglej podstawy, w ktorej wywiercono otwory w celu zamocowania dwdch linii
powietrznych i jednej linii usuwania osadu oraz gérnego cylindra, ktéry przykrecony jest do podstawy i ktérego
wylot umieszczony jest w takim miejscu, by wskazywal znang ilo$¢ (3 1) w naczyniu porowatym. Jedna z linii
powietrznych wyposazona jest w kamiefl napowietrzajacy, a druga ma otwarte zakonczenie i jest usytuowana pod
katem prostym do kamienia w naczyniu. Uklad ten powoduje powstanie wystarczajacych turbulencji, by zapewni¢, ze
zawarto$¢ naczynia jest calkowicie wymieszana oraz utrzymacé stezenie rozpuszczonego tlenu na poziomie wigkszym
niz 2 mg/l.

Odpowiednig liczbe zestawow utrzymuje si¢ w kontrolowanych temperaturach w zakresie od 5 do 20 °C (£ 1 °C),
w kapieli wodnej lub w pomieszczeniach o stalej temperaturze. Do dawkowania do naczyf napowietrzajacych
roztworu badanej substancji chemicznej oraz osadzonych $ciekéw w wymaganym tempie (odpowiednio
0-1,0 ml/min i 0-25 ml/min) potrzebne s3 pompy; trzecia pompa konieczna jest do usuwania osadu odpadowego
z naczyf napowietrzajacych. Niezbedne bardzo wolne tempo przeplywu osadu odpadowego osiaga si¢ dzigki
zastosowaniu pompy ustawionej na wyzsza warto$¢ i uruchamianej z przerwami wylacznikiem czasowym, np.
dzialajacej przez 10 sekund na minute; szybko$¢ podawania 3 ml/min daje tempo degradacji 0,5 ml/min.

Przyrzqd do filtrowania lub wiréwka

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 23.

Sprzet do wykonywania analiz

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 24.

Woda

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 25 i 26.

Pozywka organiczna

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 27.

Scieki syntetyczne

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 28.

Scieki domowe

Zastosowanie ma rozdziat C.10 A, pkt 29.

Osad czynny

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 30.

Roztwory podstawowe badanej substancji chemicznej

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 31 i 32.

PROCEDURA
Przygotowanie inokulum

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 34 — nalezy zastosowaé osad czynny (ok. 2,5 gl).

Liczba zestawéw badawczych

Do przeprowadzenia prostego testu, tzn. zmierzenia warto$ci procentowej usunigcia, potrzebna jest tylko jedna
warto$¢ CRO, ale do tego, by uzyska¢ dane potrzebne do wyliczenia probnych stalych kinetycznych, konieczne
jest 4 lub 5 warto$ci CRO. Wybiera si¢ zazwyczaj warto$ci pomigdzy 2 a 10 dni. Z praktycznego punktu widzenia
wygodne jest przeprowadzenie badania na 4 lub 5 CRO jednocze$nie w jednej temperaturze; w rozszerzonych
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

badaniach te same wartosci CRO, lub inny zakres warto$ci, wykorzystuje si¢ w innych temperaturach w zakresie od 5
do 20 °C. W przypadku pierwotnej biodegradacji (gtéwne zastosowanie) konieczny jest zazwyczaj tylko jeden zestaw
badawczy na jeden ukfad warunkéw. Jednakze do zbadania ostatecznej biodegradowalnosci potrzebny jest zestaw
kontrolny do kazdego ukladu warunkéw; do zestawu tego dodaje si¢ Scieki, ale bez badanej substancji chemicznej.
Jesli zaklada si¢ obecno$¢ badanej substancji chemicznej w uzywanych Sciekach, konieczne jest zastosowanie
zestawéw kontrolnych przy ocenie pierwotnej biodegradacji i dokonanie wiasciwych korekt w obliczeniach.

Dawkowanie pozywki organicznej i badanej substancji chemicznej

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 36-39, jednak nalezy zauwazy¢, ze roztwér badanej substancji chemicznej
jest dawkowany osobno i Ze stosuje si¢ rézne wsp6tczynniki degradacji osadu. Nalezy rowniez czesto, np. dwa razy
dziennie, monitorowac i w miar¢ potrzeby korygowac — do + 10 % — przeplyw wcieku, odptywu i degradacji osadu.
W przypadku wystgpienia trudno$ci w stosowaniu metod analitycznych przy wykorzystywaniu $ciekow domowych
badanie nalezy przeprowadzi¢ z wykorzystaniem $ciekéw syntetycznych, ale nalezy dopilnowaé, by rézne media
dawaly poréwnywalne dane kinetyczne.

Postepowanie z zestawami osadu czynnego

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 40-43, ale CRO nalezy kontrolowa¢ tylko poprzez »stala« degradacj¢ osadu.

Pobieranie prébek i analiza

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 44-50, z tg r6znicg, ze nalezy okresli¢ stezenie badanej substancji chemicznej,
a okreslenie DOC jest opcjonalne; nie nalezy stosowa¢ ChZT.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Opracowanie wynikow

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 52-54.

Prezentacja wynikow badania

Zastosowanie ma rozdzial C.10 A, pkt 56-62.

Obliczenie statych kinetycznych

Podanie $redniego stezenia plateau badanej substancji chemicznej w odplywie i opisanie, jak zmienia si¢ ono wraz
z warunkami dzialania instalacji, jest bardziej realistycznym rozwiazaniem niz podawanie procentowej biodegradacji
pierwotnej. Mozna tego dokonal stosujagc réwnanie (6) z dodatku 6.2, ktére daje wartosci K, py, oraz Ogc —
krytyczng warto§¢ czasu retencji osadu.

(Alternatywnie mozna otrzymac przyblizone wartosci Kg i p,,,, stosujgc prosty program komputerowy dostosowujacy
teoretyczna krzywa wyliczong z réwnania 2 (dodatek 6.2) do otrzymanych wartosci eksperymentalnych. Mimo ze
zadne rozwigzanie nie bedzie unikalne, mozna uzyskaé rozsadne przyblizenie wartosci Kg i pp).

Zmienno$¢ wynikéw

Powszechnie zdarza si¢ uzyskiwanie zmiennych wartosci parametréw kinetycznych poszczegdlnych substancii
chemicznych. Uwaza sig, ze warunki, w jakich hodowany byl osad, a takze warunki wystgpujace w trakcie badania
(tak jak w pkt 5 i innych badaniach) maja duzy wplyw na ostateczne wyniki. Jeden z aspektow tej zmiennosci
omoéwili Grady i in. (4), ktérzy zasugerowali, Ze terminy »zastany« i »swoisty« powinny by¢ stosowane do dwdch
skrajnych warunkéw odpowiadajacych wartosciom granicznym stanu fizjologicznego, ktéry kultura moze osiagnaé
w trakcie eksperymentu kinetycznego. Jesli stan ten nie moze zmieni¢ si¢ w trakcie badania, warto$ci parametru
kinetycznego odzwierciedlajg warunki w Srodowisku, z ktérego pobrano mikroorganizmy; warunki te zwane sa
»zastanymi« lub obecnie istniejgcymi. Z kolei w odwrotnej sytuacji, jesli warunki badania zezwalaja na pelny rozwdj
systemu syntetyzowania bialka dopuszczajagc maksymalne mozliwe tempo wzrostu, otrzymane parametry kinetyczne
okresla si¢ jako »swoiste« i sa one zalezne tylko od charakteru substratu i typoéw bakterii w kulturze. Wartosci zastane
uzyskuje si¢ poprzez utrzymanie stosunku stezenia substratu do wiasciwych mikroorganizméw (S,/X,) na poziomie
niskim, np. 0,025, za$ wartosci swoiste powstaja, kiedy stosunek ten jest wysoki i wynosi np. co najmniej 20.
W obydwu przypadkach S, powinno by¢ réwne odpowiedniej wartosci Ks — stalej polnasycenia — lub ja przekraczad.

Zmienno$¢ i inne aspekty kinetyki biodegradacji omawiano podczas ostatniego warsztatu SETAC (5). Dzigki takim
badaniom, przeprowadzonym i planowanym, powinno by¢ niedlugo mozliwe osiagnigcie jasniejszego obrazu kine-
tyki w oczyszczalniach Sciekdéw, co umozliwi lepsza interpretacje istnicjacych badan oraz zasugeruje lepsze rozwia-
zania w przyszlych metodach badawczych.
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Dodatek 6.1

Naczynie porowate z kontrolag CRO
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Dodatek 6.2

Obliczanie statych kinetycznych

1. Zakladajac zastosowanie kinetyki Monoda i bilansu masy aktywnych czgéci stalych i substratow w calym ukladzie

z osadem czynnym (1), otrzyma¢ mozna nastgpujgce stany ustalone:

1 ym . Sl
3= — Ky [1]
albo 33 Ks +Sl
K - (1+K; -9,
Si =g .(( —Kd)—)l 2]
gdzie: s Hm = Bd

S, = stezenie substratu w odplywie (mg/l),

Ky = stala péinasycenia, przy ktorym stezenie p = pp/2 (mgfl),
p = whsciwa szybkos¢ wzrostu (d71),

1, = maksymalna warto$¢ p,(d"),

K4 = whéciwa szybkos¢ rozpadu czynnych czesci statych (d7)),

Vg = §redni czas retencji osadu, CRO (d).

Zbadanie tego réwnania prowadzi do nastgpujacych wnioskow:

(i) Stezenie w odplywie jest niezalezne od stezenia we wcieku (Sp); dlatego tez warto$¢ procentowa biodegradacji
zmienia si¢ wraz ze zmiang stezenia we wcieku, S.

(ii) Jedynym parametrem kontroli instalacji majacym wplyw na S; jest czas retencji osadu, .

(i) Przy danym stezeniu we wcieku, Sy, wystapi krytyczny czas retencji osadu, taki ze:

1S

— Ky [3]
gdzie:

Ugc = krytyczny czas retencji osadu, ponizej ktérego wlasciwe mikroorganizmy bedg wyplukiwane z instalagji.

(iv) Poniewaz inne parametry réwnania (2) sa powigzane z kinetyka wzrostu, temperatura moze mie¢ wplyw na
poziom substratu w odplywie i krytyczny wick osadu, tzn. czas retencji osadu potrzebny do otrzymania okre-
Slonego poziomu oczyszczania wzro$nie wraz ze spadkiem temperatury.

2. Przy bilansie masy czgsci stalych w ukladzie naczyn porowatych i zakladajac, ze stezenie czgsci stalych w odplywie

z instalagji, X,, jest niskie w poréwnaniu ze stgzeniem w naczyniu napowietrzajacym, X, czas retencji osadu wynosi:

oraz Qo —Q) X+ Qi Xy
b VKV
QX

gdzie:

V = objeto$¢ naczynia napowietrzajacego (1),

e
|

= stezenie cz¢sci stalych w naczyniu napowietrzajacym (mg/l),
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X, = stezenie czedci stalych w odplywie, (mg/l),

Qo = natgzenie przeplywu weieku (I/d),

Q; = natgzenie przeplywu osadu odpadowego (I/d).

I

Dlatego tez mozliwe jest kontrolowanie czasu retencji osadu przy dowolnej wstepnie wybranej wartoSci poprzez
kontrole natezenia przeplywu osadu odpadowego, Q.

Whioski

3. Gléwnym celem badania jest przewidywanie stezenia odplywu, a dzigki temu poziomu badanej substancji chemicznej
w odbiornikach wodnych.

4. Dzigki wykreSleniu S; wzgledem U5 mozliwe jest czasem szybkie oszacowanie krytycznego czasu retencji osadu g,
np. krzywa 3 na rysunku 1. Jesli nie jest to mozliwe, mozna obliczy¢ Ugc, wraz z przyblizonym wartodciami p,, i K,
dzigki wykresleniu S; wzgledem S;-s.

Przeksztalcenie rownania (1) daje
S] * 85 K,

s K. S
1+65'Kd Hm+Hm [5]

Jesli Ky jest male, wowezas 1 + 9 - Kq ~ 11 [5] staje sig:
Ks  S1

M 'as:—s"'

Hm V_m (6]

Stad tez wykres powinien by¢ linia prosta (zob. rysunek 2) o nachyleniu 1/p,, i punkcie przecigcia Kg/p,,; tak wigc

35 Nl/pm‘

Rysunek 1
Trzy temperatury; pig¢ CRO

KRZYWA3: 5° C

KRZYWAZ2: 10° C

KRZYWAL: 15° C

(1/8wr) nmAgdpo aruazdrg
I
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Glosariusz:
Stezenie odplywu
Krzywa

Is nm,({dpo QEIIQZbIS x Q4D

Rysunek 2
Linia regresji CRO - S; vs S; przy T = 5°C
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Dodatek 7

BADANIE PRZY NISKIM (ug/l) ZAKRESIE STEZEN

. Wiele substancji chemicznych obecnych jest normalnie w $rodowisku wodnym, nawet w $ciekach, w bardzo niskich

stezeniach (rzedu pg/l). Przy takich stezeniach raczej nie odgrywaja one roli podstawowych substratéw wzrostowych —
bardziej prawdopodobne jest, ze ulegna degradacji jako substraty niewzrostowe, drugorzedne, réwnolegle wobec
réznorodnych naturalnie wystepujacych substancji chemicznych zawierajacych wegiel. Dlatego tez degradacja takich
substangji chemicznych nie bedzie odpowiadata modelowi opisanemu w dodatku 6. Istnieje wiele modeli, ktére mozna
zastosowad, a w warunkach wystepujacych powszechnie w oczyszczalniach Sciekdw jednocze$nie moze dzialaé ich
kilka. Do wyja$nienia tego zagadnienia potrzeba znacznie wigcej badan.

. Tymczasem mozna stosowal procedure podang w gtéwnym tekscie (rozdzial C.10 A), ale tylko do biodegradowal-

nosci pierwotnej, wykorzystujac odpowiednio niskie stezenia (< 100 pgfl) oraz zwalidowang procedure analityczng.
Warto$¢ procentowa biodegradacji mozna obliczy¢ (zob. pkt 54 metody badawczej) pod warunkiem ze uwzgledni si¢
procesy abiotyczne (adsorpcje, lotno$¢ itp.). Przykladem jest tu badanie przeprowadzone przez Nyholma i jego
wspdlpracownikéw (1) (2), w ktérym wykorzystano 4-godzinny cykl w systemie sekwencyjnego reaktora biologicz-
nego. Poinformowali oni o uzyskaniu stalych szybkosci reakcji pseudopierwszego rzgdu w odniesieniu do 5 substancji
chemicznych dodanych do Sciekéw syntetycznych w stezeniu miedzy 5 a 100 pg/l. (W odniesieniu do biodegrado-
walnosci ostatecznej mozna zastosowaé badane substancje chemiczne znakowane izotopem “C. Opis tego procesu
wychodzi poza zakres niniejszej metody badawczej, poniewaz nie istnieja jeszcze zadne ustalone procedury, chod
metoda zaproponowana dla ISO 14592 (3) zawiera wskazéwki co do stosowania substancji chemicznych znakowa-
nych izotopem *C.

Badanie SCAS

. P6zniej zaproponowano prostsze badanie dwuetapowe (4) (5) (6); po realizacji metody poélciaglego osadu czynnego

(SCAS) nastgpuja krétkie badania kinetyczne probek pobranych z zestawdéw SCAS. Uklad SCAS dziala przy znanych
wspolczynnikach ubytku osadu (w przeciwienstwie do pierwotnej metody badawczej C.12) i wykorzystuje zmodyfi-
kowane $cieki syntetyczne OECD lub $cieki domowe. Scieki syntetyczne zostaly zmodyfikowane (z powodu zmiennej
warto$ci pH oraz stabej sedymentacji osadu) poprzez dodanie fosforanu jako bufora, wyciagu z drozdzy, chlorku
zelaza(Ill) i soli pierwiastkow $ladowych, a ich ChZT zwigkszono do ok. 750 mg/l dzigki podniesieniu st¢zenia
peptonu i ekstraktu migsa. Zestawy dziataly w cyklu 24-godzinnym: napowietrzanie przez 23 h, ubytek osadu,
sedymentacja, usuwanie supernatantu (odplywu) i dodanie $cickéw syntetycznych z badang substancja chemiczna,
do 100 pg/l (tzn. mniej wigcej w tym samym stezeniu co stosowane w badaniu krétkoterminowym). Raz w tygodniu
10 % catosci osadu wymieniano na $wiezy osad w celu utrzymania rownowagi populacji bakterii.

. Dokonuje si¢ pomiaréw stezen badanej substancji chemicznej na poczatku i koricu napowietrzania, a badanie

prowadzi si¢ do momentu, kiedy osiaggnicte zostanie staly poziom usuwania badanej substancji chemicznej; zajmuje
to od jednego tygodnia do kilku miesigcy.

Badanie krétkoterminowe

. Badanie krétkoterminowe (trwajace ok. 8 godzin) stosuje si¢ w celu okreslenia stalej szybkosci reakeji (pseudo)pierw-

szego rzedu w odniesieniu do rozpadu badanej substancji chemicznej w osadzie czynnym o znanym, ale réznym
pochodzeniu i historii. Probki osadu pobierane sa w szczegdlnoéci z reaktorow SCAS — na koniec okresu napowiet-
rzania, kiedy stezenie substratu organicznego jest niskie — w trakcie trwania eksperymentu aklimatyzacji (pkt 3, 4). Dla
poréwnania osad moze by¢ réwniez pobierany z réwnoleglego zestawu SCAS bez badanej substancji chemiczne;j.
Mieszaniny osadu i badanej substancji chemicznej dodawane w co najmniej dwoch stezeniach w zakresie 1-50 pg/l sa
napowietrzane, bez dodatku Sciekéw syntetycznych czy innych substratéw organicznych. Badana substancja
chemiczna pozostajaca w roztworze jest oznaczana w regularnych, np. godzinnych, odstgpach w oparciu o degrado-
walno$¢ substancji chemicznej, przez okres nie dluzszy niz 24 h. Przed wlasciwa analiza prébki sg odwirowywane.

Obliczenia

. Dane z zestawow SCAS sg wykorzystywane do obliczenia wartoici procentowej usunigcia (pkt 54). Tak wigc $rednig

stalg szybkosci reakcji, K; (normalizowang w odniesieniu do stezen zawiesin) mozna obliczy¢ z:

Ki = l/t'ln% -1/88(1/g h)

t = czas napowietrzania (23 h),
C. = stezenie pod koniec etapu napowietrzania (ug/l),
C; = stezenie na poczatku etapu napowietrzania (ug/l),

SS = stezenie fazy stalej osadu czynnego (gfl).

. W badaniu krétkoterminowym log % pozostalego stezenia jest wykreslany wzgledem czasu, a nachylenie wstepnej

czgsci (10-50 % degradacji) wykresu jest réwnowazne K;, stalej szybkosci reakgji (pseudo)pierwszego rzedu. Stata jest
normalizowana w odniesieniu do stezenia fazy stalej osadu poprzez podzielenie nachylenia przez st¢zenie fazy stalej.
Podawany wynik musi rowniez obejmowaé szczeg6ltowe informacje na temat wstgpnego stezenia badanej substancji
chemicznej i zawiesin, czasu retencji osadu, podawania i Zrodla osadu, a takze szczegétowe informacje o wstgpnym
narazeniu na dzialanie badanej substancji chemicznej (o ile takie narazenie miato miejsce).
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Zmienno$¢ wynikéw

8. Zmienno$¢ i inne aspekty kinetyki biodegradacji omawiano podczas ostatniego warsztatu SETAC (7). Dzigki takim
badaniom, przeprowadzonym i planowanym, niedtugo mozliwe bedzie lepsze zrozumienie kinetyki w oczyszczalniach
$ciekdw, co umozliwi lepsza interpretacj¢ istniejacych badari oraz zasugeruje lepsze rozwiazania w przyszlych meto-
dach badawczych.
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C.10-B: Biofilmy

WPROWADZENIE

1. Badania symulacyjne zwykle stosuje si¢ w przypadku chemikaliéw, ktdre nie przeszly badania przesiewowego
szybkiej biodegradowalnosci (rozdzial C.4 A do F niniejszego zalacznika (9)), przeszly natomiast z powodzeniem
badanie potencjalnej biodegradowalnosci. W drodze wyjatku badania symulacyjne stosuje si¢ takze do kazdej
substancji chemicznej, o ktorej trzeba uzyskaé wigcej informacji, zwlaszcza chemikaliow o duzej wielkosci
obrotu. Wowczas zwykle stosuje si¢ badanie osadu czynnego (C.10 A). W niektdrych okolicznosciach niezbedne
sa jednak konkretne informacje dotyczace zachowania substancji chemicznej w odpowiedzi na zastosowanie
metod oczyszczania $ciekdw wykorzystujacych biofilmy czyli 16z zraszanych, obrotowych filtréw biologicznych,
716z fluidalnych. Aby spehié to zapotrzebowanie, opracowano rézne urzadzenia.

2. Gerike et al. (1) w ramach projektéw pilotazowych zastosowali na duza skale zloza zraszane, stosowane w trybie
zespolonym. Ztoza te zajmowaly duzo miejsca i wymagaly stosunkowo duzych objetosci Sciekéw lub Sciekéw
syntetycznych. Truesdale et al. (2) opisali mniejsze zloza (ok. 1,8 m x 15 cm Srednicy), ktére zasilano $ciekami
naturalnymi wolnymi od $rodkéw powierzchniowo czynnych, wymagajace wcigz raczej duzych objetosci Scie-
kow. Az 14 tygodni zajgt rozwdj »dojrzalego« biofilmu, a po pierwszym wprowadzeniu poddanego badaniu
srodka powierzchniowo czynnego potrzeba bylo kolejnych 4-8 tygodni, by nastapilo przystosowanie.

3. Baumann et al. (3) zaprojektowali znacznie mniejsze zloze, w ktérym wykorzystali »welne« poliestrowg zanu-
rzong uprzednio w osadzie czynnym jako chemicznie obojetng pozywke wspomagajaca biofilm. Substancja
badana zostata zastosowana jako wylaczne Zrédlo wegla, a biodegradowalno$¢ oceniano na podstawie pomiaréw
rozpuszczonego wegla organicznego (DOC) we wcieku i odplywie oraz ilosci CO, w gazie uchodzgcym.

4. Gloyna et al. (4) zastosowali catkowicie inng metod¢ w wynalezionym przez nich obrotowym reaktorze ruro-
wym. Na wewnetrznej powierzchni obracajacej si¢ rury, nachylonej pod niewielkim katem w stosunku do
poziomu, na znanej czeci powierzchni wywolano przyrost biofilmu poprzez przeplyw wcieku wprowadzanego
do rury od strony uniesionego korica. Reaktor stosowano do badania biodegradowalnosci §rodkéw powierzch-
niowo czynnych (5), a takze do badania optymalnej grubosci biofilmu i rozproszenia przez biofilm (6). Wyzej
wymienieni autorzy udoskonalili projekt reaktora, wprowadzajac do niego zmiang, dzigki ktérej mozna ustalié
zawarto$¢ CO, w gazie uchodzacym.
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5. Obrotowy reaktor rurowy zostal przyjety przez Staly Komitet Analitykéw (w Zjednoczonym Krélestwie) jako
standardowa metoda oceny zaréwno biodegradowalnosci chemikaliéw (7), jak i mozliwosci oczyszczenia Sciekéw
oraz ich toksycznosci (8). Opisana tu metoda ma liczne zalety, w tym: prostote, niewielki rozmiar, odtwarzalno$é
oraz zapotrzebowanie na stosunkowo niewielkie ilodci pozywki organicznej.

ZASADA BADANIA

6. Na wewnetrzng powierzchni¢ wolno obracajacej si¢ nachylonej rury podaje si¢ Scieki domowe lub syntetyczne
oraz badang substancj¢ chemiczng, zawarta w mieszaninie lub osobno. Na wewngtrznej powierzchni rury tworzy
si¢ warstewka drobnoustrojow podobnych do tych wystepujacych w biofiltrach. Warunki dzialania reaktora
dobiera si¢ pod katem odpowiedniej eliminacji materii organicznej oraz, w miarg potrzeby, utleniania amoniaku.

7. Odplyw z rury jest zbierany i osadzany albo filtrowany przed analiza pod katem rozpuszczonego wegla orga-
nicznego (DOC) lub badanej substancji chemicznej okre$lona metod. Zestawy kontrolne nieotrzymujace badanej
substancji chemicznej dzialaja réwnolegle w tych samych warunkach dla celéw poréwnania. Przyjmuje si¢, ze
réznica pomigdzy stezeniami DOC w odplywach z zestawéw badawczych i zestawéw kontrolnych wynika
z dzialania badanej substancji chemicznej lub jej organicznych metabolitéw. Réznicg te¢ poréwnuje si¢ ze
stezeniem we wcieku wprowadzonej badanej substancji chemicznej (na podstawie DOC) w celu obliczenia
poziomu eliminacji badanej substancji chemicznej.

8. Biodegradacje mozna przewaznie odrézni¢ od bioadsorpcji przez staranne badanie krzywej czasu eliminacji.
Potwierdzenie uzyska¢ mozna zazwyczaj poprzez zastosowanie badania szybkiej biodegradacji (pobér tlenu
lub wytwarzanie dwutlenku wegla) z uzyciem aklimatyzowanego inokulum pobranego na koricu badania z reak-
toréw otrzymujacych badang substancje chemiczng.

INFORMACJE NA TEMAT BADANE] SUBSTANCJI CHEMICZNE]

9. Wlasciwosci badanej substancji chemicznej zwigzane z czystoscig, rozpuszczalnoscia w wodzie, lotnoscig
i adsorpcjg powinny by¢ znane, tak aby mozliwa byla prawidlowa interpretacja wynikéw.

10. Zwykle nie jest mozliwe badanie lotnych ani slaboro zpuszczalnych chemikaliow, chyba ze podjete zostana
szczegblne $rodki ostroznosci (zob. dodatek 5 do rozdzialu C.10 A). Nalezy réwniez zna¢ strukture chemiczna,
a przynajmniej wzor empiryczny, tak aby mozna bylo obliczy¢ wartosci teoretyczne lub sprawdzi¢ zmierzone
warto$ci parametrow, np. teoretyczne zapotrzebowanie na tlen (TZT) czy zawarto$¢ rozpuszczonego wegla
organicznego (DOC).

11. Informacje na temat toksycznosci badanej substancji chemicznej dla mikroorganizméw (zob. dodatek 4 do
rozdzialu C.10 A) moga by¢ bardzo uzyteczne przy wyborze odpowiednich st¢zefi do badania i moga byé
niezbedne dla prawidlowej interpretacji niskich wartosci biodegradacji.

POZIOMY PROGOWE

12. Poczatkowo wymagano, by biodegradacja pierwotna $rodkéw powierzchniowo czynnych dochodzita do 80 %
lub wigcej, nim substancja chemiczna mogla zosta¢ wprowadzona do obrotu. Jesli poziom 80 % nie zostanie
osiagniety, mozna zastosowa¢ badanie symulacyjne (potwierdzajace), a Srodek powierzchniowo czynny mozna
wprowadzi¢ na rynek wylacznie, jesli ponad 90 % danej substancji chemicznej zostanie usunigte. Ogdlnie
w przypadku substancji chemicznych nie méwi si¢ o przejsciu z powodzeniem/bez powodzenia badania, a uzys-
kana warto$¢ procentowa usunigcia moze zostaé wykorzystana w aproksymacji prawdopodobnego st¢zenia
w $rodowisku stosowanej przy ocenach zagrozenia stwarzanego przez substancje chemiczne. W wielu badaniach
czystych substancji chemicznych w przypadku ponad trzech czwartych substancji stwierdzono warto$¢ procen-
towg usuniecia DOC na poziomie > 90 %, a dla ponad 90 % substancji chemicznych, ktére wykazywaly jaki-
kolwiek znaczacy poziom biodegradowalnosci, warto$¢ ta wynosita > 80 %.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

13. Dla prawidlowego przeprowadzenia procedury doswiadczalnej warto od czasu do czasu, wraz z substancjami
badanymi, testowaé substancje odniesienia, ktorych zachowanie jest znane. Substancje takie to na przyklad kwas
adypinowy, 2-fenylofenol, 1-naftol, kwas 2,2-bifenylodikarboksylowy, kwas 1-naftalenokarboksylowy.
ODTWARZALNOSC WYNIKOW BADAN

14. W laboratorium w Wielkiej Brytanii stwierdzono, ze wzgledne odchylenie standardowe w badaniach wynosito
3,5 %, a migdzy badaniami 5 % (7).
OPIS METODY
Przyrzad
Obrotowe reaktory rurowe

15. Przyrzad (zob. rysunki 1 i 2 w dodatku 8) sklada si¢ z baterii rur akrylowych o dlugosci 30,5 cm kazda i o
$rednicy wewnetrznej 5 cm, opartych na kotach o gumowanych brzegach, umieszczonych w metalowej oprawie.
Kazda rura posiada kolnierz zewnetrzny o szerokosci ok. 0,5cm do podtrzymania jej na kolach, jej
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powierzchnia wewnetrzna jest zarysowana przy uzyciu druciaka, od strony uniesionego konca (stuzacego do
podawania materialu doprowadzanego) rura wyposazona jest w gleboki na 0,5 cm kolnierz wewnetrzny, stuzacy
do przytrzymania cieczy. Rury nachylone sa pod katem okoto jednego stopnia w stosunku do poziomu, aby
uzyska¢ czas potrzebny na kontakt ze stosowang w badaniu pozywka, wprowadzang do czystej rury. Gumowane
kofa obracaja si¢ napedzane silnikiem o powolnych obrotach zmiennej predkosci. Temperatura rur kontrolowana
jest przez ich instalacje w pomieszczeniu o stalej temperaturze.

16. Dzigki zamknieciu kazdego reaktora rurowego w nieco wigkszej zamknigtej rurze i uszczelnienie polaczen
przeciw wyciekom gazu, uchodzacy gaz CO, mozna bylo zebra¢ w roztworze alkalicznym w celu jego dalszego
pomiaru (6).

17. Dobowy zapas pozywki organicznej, w stosownych przypadkach z dodatkiem badanej substancji chemicznej,
przeznaczonej do podawania do kazdej rury, umieszczono w 20-litrowym zbiorniku magazynujacym (A) (zob.
rysunek 2). W miar¢ potrzeby roztwér badanej substancji chemicznej moze by¢ dawkowany osobno. Przy dnie
kazdego zbiornika magazynujacego znajduje si¢ ujicie, ktére jest podlaczone przez odpowiednie zlaczki, np.
wykonane z gumy silikonowej, przez pompg perystaltyczng (B), do szklanej lub akrylowej rury doprowadzajacej,
ktéra wprowadzona jest na gleboko$¢ 2—-4 cm do uniesionego kofica nachylonej rury (stuzacego do podawania
materialu doprowadzanego) (C). Pozwala si¢, by odplyw skapywal ze znajdujacego si¢ nizej korica nachylonej
rury do innego zbiornika magazynujacego (D). Odplyw jest osadzany lub filtrowany przed analiza.

Przyrzgd do filtrowania lub wiréwka

18. Urzadzenie do filtrowania probek z filtrami membranowymi o odpowiedniej porowatnosci (nominalna $rednica
otworu 0,45 pm), ktére adsorbujg organiczne substancje chemiczne i uwalniaja wegiel organiczny w minimalnym
stopniu. W przypadku stosowania filtréw uwalniajacych wegiel organiczny nalezy zmy¢ filtry dokladnie goraca
wodg w celu usunigcia wymywalnego wegla organicznego. Alternatywnie mozna zastosowaé wiréwke mogaca
osiagna¢ 40 000 m/s?.

19. Sprzet do wykonywania analiz stuzacy do oznaczenia:

— zawartosci rozpuszczonego wegla organicznego (DOC), catkowitego wegla organicznego (TOC) lub chemicz-
nego zapotrzebowania na tlen (ChZT),

— konkretnej substancji chemicznej (metoda HPLC, GC itp.), o ile jest to konieczne,
— pH, temperatury, kwasowosci, zasadowosci,
— amonu, azotynu i azotanu, je§li badanie przeprowadzane jest w warunkach nitryfikacyjnych.

Woda

20. Woda wodociggowa, zawierajaca mniej niz 3 mg/l DOC.
21. Woda destylowana lub dejonizowana, zawierajgca mniej niz 2 mg/l DOC.

Pozywka organiczna

22. Jako pozywke organiczng mozna stosowa Scieki syntetyczne, $cieki domowe lub mieszaning obydwu ich
rodzajéw. Wykazano, ze zastosowanie wylacznie Scickéw domowych czesto skutkuje zwigkszonym odsetkiem
usunigtego DOC (w zestawach osadu czynnego), a nawet umozliwia biodegradacj¢ niekt6rych substancji chemicz-
nych, ktére nie ulegaja biodegradacji w przypadku zastosowania syntetycznych $ciekéw OECD. Dlatego tez zaleca
si¢ stosowanie $ciekéw domowych. Nalezy zmierzy¢ stezenie DOC lub ChZT w kazdej nowej partii pozywki
organicznej. Kwasowos¢ lub zasadowos§¢ pozywki organicznej powinna by¢ znana. Pozywka moze wymagaé
dodania odpowiedniego bufora (wodoroweglanu sodu lub wodorofosforanu potasu), jezeli jej poziom kwaso-
wosci lub zasadowosci jest niski, w celu utrzymania pH w reaktorze w trakcie badania na poziomie ok. 7,5 + 0,5.
Ilos¢ dodawanego bufora oraz moment jego dodania nalezy okredli¢ indywidualnie dla kazdego przypadku.

Scieki syntetyczne

23. Rozpusci¢ w kazdym litrze wody wodociggowej: pepton, 160 mg; ckstrakt migsa, 110 mg; mocznik, 30 mg;
fosforan dwupotasowy bezwodny (K,HPO,), 28 mg; chlorek sodu (NaCl), 7 mg; chlorek wapnia dwuwodny
(CaCl,.2H,0), 4 mg; siarczan magnezu siedmiowodny (Mg,SO,.7H,0), 2 mg. Ten $ciek syntetyczny OECD
stanowi przyklad i daje $rednie stgzenie DOC we wcieku na poziomie ok. 100 mg/l. Alternatywnie mozna
wykorzystal inne sklady o zblizonym stezeniu DOC, ktére bardziej odpowiadaja prawdziwym $ciekom. Taki
Sciek syntetyczny mozna przygotowal w wodzie destylowanej w postaci skoncentrowanej i przechowywaé
w temperaturze ok. 1°C przez maksymalnie jeden tydzien. W razie potrzeby nalezy go rozcieficzyé woda
wodociggowa. (Ta pozywka nie jest satysfakcjonujaca, np. stezenie azotu jest bardzo wysokie, a zawarto§é
wegla do$¢ niska, ale nie zaproponowano niczego lepszego poza ewentualnym dodaniem wigkszej ilosci fosfo-
ranu jako bufora i dodatkowego peptonu).
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Scieki domowe

. Wykorzysta¢ $wiezo osadzone Scieki zbierane codziennie z oczyszczalni $cickéw przyjmujacej gtéwnie Scieki
domowe. Scieki powinny by¢ zbierane przed wstepna sedymentacja z przelewu wstgpnego osadnika lub z mate-
rialu doprowadzanego do instalacji osadu czynnego i zasadniczo nie powinny zawieral czasteczek gruboziar-
nistych. Scieki mozna stosowaé po przechowywaniu ich przez kilka dni w temperaturze ok. 4 °C, po spraw-
dzeniu, czy poziom DOC (lub ChZT) nie zmniejszyt si¢ znaczgco (tzn. o mniej niz 20 %) w trakcie przecho-
wywania. Aby zmniejszy¢ zaklécenia w ukladzie, przed zastosowaniem nalezy skorygowaé DOC (lub ChZT)
kazdej nowej partii do odpowiedniej stalej wartosci, np. poprzez rozcieficzenie woda wodociggows.

Srodek smarny

. Do smarowania rolek pompy perystaltycznej mozna stosowaé gliceryng lub oliwe z oliwek. Obie substancje
nadaja si¢ do uzycia na rurkach z gumy silikonowej.

Roztwory podstawowe badanej substancji chemicznej

. W przypadku substancji chemicznych o odpowiedniej rozpuszczalnosci przygotowal roztwory podstawowe
o wilasciwych stezeniach (np. 1 do 5 g[l) w wodzie dejonizowanej lub w czg$ci mineralnej $ciekéw syntetycznych.
W przypadku nierozpuszczalnych substancji chemicznych, zob. dodatek 5 rozdzialu C.10-A. Bez wprowadzenia
modyfikacji do reaktoré6w rurowych (zob. pkt 16) metoda ta nie nadaje si¢ do lotnych substancji chemicznych.
Oznaczy¢ DOC i calkowity wegiel organiczny (TOC) roztworu podstawowego i powtérzy¢ pomiary przy kazdej
nowej partii. Jesli réznica pomiedzy DOC a TOC jest wicksza niz 20 %, sprawdzi¢ rozpuszczalno$¢ badanej
substancji chemicznej w wodzie. Poréwnaé DOC lub stezenie badanej substancji chemicznej, mierzone z uzyciem
swoistej metody analitycznej w roztworze podstawowym z warto$cia nominalng w celu stwierdzenia, czy odzysk
jest wystarczajacy (zwykle mozna spodziewaé si¢ wartosci > 90 %). Sprawdzi¢, w szczegdlnosci w przypadku
dyspersji, czy mozna wykorzysta¢ DOC jako parametr analityczny, czy tez mozliwe jest wylacznie zastosowanie
techniki analitycznej swoistej dla badanej substancji chemicznej. W przypadku dyspersji konieczne jest odwiro-
wanie probek. W kazdej nowej partii zmierzy¢ DOC, ChZT lub badang substancje chemiczng przy uzyciu
swoistej metody analitycznej.

. Okresli¢ pH roztworu podstawowego. Wartoéci kraficowe wskazujg, Ze dodanie substancji chemicznej moze mieé
wplyw na pH osadu czynnego w ukladzie badawczym. W takim przypadku w celu uzyskania pH o wartoci
7 £ 0,5 nalezy zneutralizowa¢ roztwér podstawowy, dodajac niewielkie ilosci kwasu nieorganicznego lub zasady,
ale unikajgc strgcania badanej substancji chemicznej.

PROCEDURA
Przygotowanie pozywki organicznej do dozowania

. Na poczatku i w trakcie trwania badania dopilnowac, by pojemniki na wciek i odplyw oraz rury prowadzace ze
zbiornikdéw na weciek i do zbiornikéw na odplyw byly dokladnie oczyszczone, aby usunaé przyrost mikroorga-
nizmow.

. Codziennie przygotowal $wieze Scieki syntetyczne (pkt 23) z substancji stalych lub ze skoncentrowanego
roztworu podstawowego przez odpowiednie rozcienczanie woda wodociggowa. Mierzy¢ potrzebng ilosé
w cylindrze i dodawaé do czystego zbiornika na wciek. Do Sciekéw syntetycznych przed rozcieficzeniem nalezy
takze, w miar¢ potrzeb, doda¢ konieczng ilo§¢ roztworu podstawowego badanej substancji chemicznej lub
substancji odniesienia. W przypadku gdy jest to wygodniejsze lub niezbedne dla uniknigcia strat badanej
substangji chemicznej, przygotowa¢ oddzielny rozcieiczony roztwér badanej substancji chemicznej w osobnym
zbiorniku i doprowadzaé¢ go do nachylonych rur za posrednictwem innej pompy dozujacej.

. Alternatywnie, w miar¢ mozliwoéci, nalezy stosowal osadzone Scieki domowe (pkt 24) zbierane, o ile to
mozliwe, codziennie.

Praca obrotowych reaktoréw rurowych

. Do oceny jednej badanej substancji chemicznej potrzebne sg dwa identyczne reaktory rurowe, instalowane
w pomieszczeniu o stalej temperaturze zwykle 22 + 2 °C.

. Pompy perystaltyczne nastawi¢ na podawanie do nachylonych rur, obracajacych si¢ z predkoscia 18 + 2 obr.
min, pozywki organicznej w ilosci 250 + 25 ml/h (bez badanej substancji chemicznej). Do rur pompy stosowac
na poczatku oraz regularnie w trakcie badania $rodek smarny (pkt 25), aby zapewni¢ wlasciwe dzialanie
i przedtuzy¢ okres uzytkowania rur.

. Dostosowa¢ kat nachylenia rur w stosunku do poziomu tak, by uzyska¢ czas przebywania materialu doprowa-
dzanego w czystej rurze rzedu 125 + 12,5 sek. Oszacowac czas retencji przez dodanie do materialu doprowa-
dzanego markera niebiologicznego (np. NaCl, chemicznie obojetnego barwnika): przyjmuje si¢, ze czas, jaki
zajmuje osiagnigcie najwyzszego stezenia w odplywie, to $rednia arytmetyczna czasu retencji (gdy wystepuje
najgrubsza warstwa biofilmu, czas retencji moze zwigkszy¢ sie do ok. 30 min).

. Stwierdzono, ze te wspélczynniki, predkodci i czasy daja odpowiedni poziom usuwania (> 80 %) DOC (lub
ChZT) i wytwarzaja nitryfikowany odplyw. Jesli poziom usuwania jest niewystarczajacy lub je$li ma by¢ symu-
lowane dzialanie konkretnej oczyszczalni $ciekéw, nalezy zmieni¢ wspotezynnik przeptywu. W tym drugim
przypadku, dostosowaé wspétezynnik dozowania pozywki organicznej do poziomu, przy jakim dzialanie reak-
tora odpowiada dzialaniu danej oczyszczalni $ciekow.
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Inokulacja

35. Gdy stosowane sg $cieki syntetyczne, do zapoczgtkowania rozwoju mikroorganizméw moze by¢ wystarczajgca
inokulacja drogg powietrzng, w innym przypadku nalezy do materialu doprowadzanego przez 3 dni dodawaé
1 ml/l osadzonych $ciekow.

Pomiary

36. Nalezy w regularnych odstepach czasu sprawdzaé, czy dawki i predko$¢ obrotowa mieszczg si¢ w wymaganych
granicach. Nalezy takze mierzy¢ pH w odplywie, w szczegdlnosci gdy spodziewana jest nitryfikacja.

Pobieranie prébek i analiza

37. Metode, schemat i czestotliwo$¢ pobierania probek dobiera si¢ tak, by byly odpowiednie dla celu badania.
Przykladowo nalezy pobraé jednorazowa probke wcieku i odplywu lub pobieral prébki przez dluzszy okres
np. 3—6 godzin. W pierwszym okresie, bez badanej substancji chemicznej, pobiera¢ prébki dwa razy w tygodniu.
Probki nalezy przefiltrowaé przez membrang lub odwirowaé przy ok. 40 000 m/sek? przez okoto 15 min (pkt
18). Przed filtrowaniem przez membrang moze by¢ konieczne osadzenie lub przefiltrowanie prébek przez filtr
dla czgstek grubych. Oznaczy¢é DOC (lub ChZT) co najmniej w duplikacie oraz w miare koniecznosci biologiczne
zapotrzebowanie na tlen (BZT), amon, azotyn i azotan.

38. Wszystkie analizy nalezy przeprowadzac jak najszybciej po zebraniu i przygotowaniu probek. Jesli analizy musza
zosta¢ odroczone, probki nalezy przechowywaé w temperaturze ok. 4 °C w ciemnosci, w pelnych i szczelnie
zamknigtych butelkach. Jesli probki musza by¢ przechowywane przez ponad 48 h, nalezy zabezpieczy¢ je przez
glebokie mrozenie, zakwaszenie lub dodanie odpowiedniej substancji toksycznej (np. 20 ml/l roztworu chlorku
rteci(l) o stezeniu 10 gfl). Zadbad, by technika zabezpieczenia nie miala wplywu na wyniki analizy.

Okres rozruchu

39. W tym okresie biofilm na powierzchni przyrasta, by osiagnal optymalng grubos¢, co zwykle zajmuje okoto
2 tygodnie i raczej nie przekracza 6 tygodni. Poziom usunigtego DOC (lub ChZT) ro$nie (pkt 44) i osiaga
warto§¢ plateau. Gdy osiagnigte zostaje plateau o podobnej warto$ci w obu rurach, jedna wybierana jest jako
prébka kontrolna na pozostaly czas badania, w ktérym ich dzialanie powinno pozostawac zblizone.

Wprowadzenie badanej substancji chemicznej

40. Na tym ectapie dodal badana substancj¢ chemiczng do drugiego reaktora w pozadanym stezeniu, zwykle
10-20 mg C/l. W prébie kontrolnej podaje si¢ nadal samg pozywke organiczng.
Okres przystosowania

41. Kontynuowa¢ dokonywanie analiz DOC (lub ChZT) dwa razy w tygodniu, a jesli ma by¢ oceniona biodegrado-
walno$¢ pierwotna, mierzy¢ takze stezenie badanej substancji chemicznej z uzyciem swoistej metody analityczne;.
Po wprowadzeniu po raz pierwszy badanej substancji chemicznej nalezy przewidzie¢ okres od jednego do szesciu
tygodni (lub dluzej w szczegdlnych warunkach) na przystosowanie. W przypadku gdy procent usunigcia badanej
substancji (pkt 43-45) osigga maksymalng warto$¢, nalezy uzyska¢ 12-15 waznych wartosci z fazy plateau przez
okres okolo 3 tygodni w celu oceny $redniej procentowej wartosci usunigcia. Badanie uznaje si¢ za ukoriczone,
jesli osiggniety zostaje odpowiednio wysoki poziom eliminacji. Nie nalezy zwykle przekraczaé 12 tygodni trwania
badania po dodaniu badanej substancji chemicznej.

Usuwanie biofilmu

42. Wzglednie regularnie nastgpuje nagle usunigcie z rur, czy tez zluszczanie si¢, nadmiaru filmu. W celu dopilno-
wania, by pozostato to bez wplywu na poréwnywalno$¢ wynikéw, nalezy przewidzie¢ co najmniej dwa pelne
cykle przyrastania i zluszczania sig.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Opracowanie wynikéw

43. Obliczy¢ warto$¢ procentowy eliminacji DOC (lub ChZT) badanej substancji chemicznej w odniesieniu do kazdej
oceny w czasie, stosujgc rOwnanie:

D, = 100 [C, — (E — E)]/Cs %

gdzie:

D, = procentowa eliminacja DOC (lub ChZT) w czasie t,

Cs = stezenie DOC (lub ChZT) we wcieku w wyniku dziatania badanej substacji chemicznej, najlepiej oszaco-
wane ze stgzenia oraz dodanej objetosci roztworu podstawowego (mg/l),
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mierzona warto$¢ DOC (lub ChZT) w badanym odplywie w czasie t (mgfl),

Eo = mierzona warto§¢ DOC (lub ChZT) w odplywie kontrolnym w czasie t (mgfl).

Obliczenia powtdrzy¢ dla substancji odniesienia, jesli jest badana.

Dzialanie reaktora kontrolnego

44. Stopien eliminacji (Dg) DOC (lub ChZT) pozywki organicznej w reaktorach kontrolnych stanowi przydatng
informacj¢ przy ocenie biodegradujacego dzialania biofilmu w trakcie badania. Obliczy¢ warto$¢ procentows
eliminacji z rownania:

Dy = 100 (1 — Eo/C,) %
gdzie:
Cm = DOC (lub ChZT) pozywki organicznej we wcieku kontrolnym (mg/l).

45. Obliczy¢ usunigcie (Dgy) badanej substancji chemicznej, jesli je mierzono, przy uzyciu wlasciwej metody anali-
tycznej przy kazdej ocenie w czasie, z rGwnania:

DST = 100 (1 — Se[Si) %

gdzie:

Si = mierzone lub, w miarg mozliwoici, szacowane stezenie badanej substancji chemicznej we wecieku
badanym (mg/l),

Se = mierzone stezenie badanej substancji chemicznej we wcieku kontrolnym w czasie t (mg]l).

Jesli metoda analityczna daje pozytywna warto$¢ w nieskorygowanym réwnowazniku Sciekow do S, mg/l,
obliczy¢ warto§¢ procentowq usuniecia (Dge) z:

DSC = 100 (Si — Se + Sc)/(Si + Sc) %

Prezentacja wynikéw badania

46. Przedstawi¢ w postaci wykresu warto$¢ procentows eliminacji D, i Dgp (lub D), jesli jest dostgpna, w stosunku
do czasu (zob. dodatek 2 rozdzialu C.10-A). Jako procentowg warto$¢ usuniecia badanej substancji chemicznej
przyjaé $rednig arytmetyczng (przedstawiong jako najblizszg liczbe catkowita) i odchylenie standardowe 12-15
wartosci dla Dy (oraz dla Dgy, jesli jest dostgpna) uzyskanych w fazie plateau. Z ksztaltu krzywej eliminacji
mozna wysnu¢ wnioski dotyczace proceséw usuwania.

Adsorpcja

47. Jedli na poczatku badania obserwuje si¢ wysoka eliminacj¢ DOC, badana substancja chemiczna jest prawdopo-
dobnie eliminowana przez adsorpcje na biofilm. Mozliwe jest udowodnienie tego poprzez oznaczenie adsorbo-
wanej badanej substancji chemicznej w zluszczonych substancjach stalych biofilmu. Wysoki poziom eliminacji
DOC adsorbowalnych substancji chemicznych podczas calego badania nie jest typowy; zazwyczaj na poczatku
wystepuje wysoki poziom usuwania, ktéry nastepnie spada do réwnomiernego poziomu. Jesli jednak adsorbo-
wana badana substancja chemiczna spowodowala przystosowanie populacji mikroorganizméw, eliminacja DOC
badanej substancji chemicznej zwigkszylaby si¢ w nastgpstwie i osiagnela wysoki poziom plateau.

Faza zastoju

48. Tak samo jak w przypadku statycznych badan przesiewowych, wiele badanych substancji chemicznych wymaga
fazy zastoju przed wystapieniem pelnej biodegradacji. W fazie zastoju nastgpuje przystosowanie (lub adaptacja)
bakterii odpowiadajacych za rozklad przy jednoczesnym prawie catkowitym braku usuwania badanej substancji
chemicznej; nastgpnie nastepuje wstepny przyrost tych bakterii. Zaklada si¢, ze ta faza konczy sig, a zaczyna faza
degradadji, kiedy nastepuje usunigcie ok. 10 % wstepnej ilosci badanej substancji chemicznej (po adsorpgji, o ile
takowa wystapi). Faza zastoju jest czgsto bardzo zmienna i stabo odtwarzalna.

Faza plateau

49. Faza plateau na krzywej eliminacji w tescie ciaglym definiowana jest jako ta faza, w ktorej nastgpuje najwigksza
degradacja. Faza plateau powinna trwa co najmniej 3 tygodnie i nalezy w jej trakcie dokonaé okolo 12-15
waznych pomiaréw wartosci.
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Sredni stopief eliminacji badanej substancji chemicznej

50. Obliczy¢ $rednig warto§¢ z wartosci eliminacji D, (oraz Dy, jesli jest dostepna) badanej substancji chemicznej
w fazie plateau. W zaokragleniu do najblizszej liczby catkowitej (1 %) stanowi ona stopiefi eliminacji badanej
substancji chemicznej. Zaleca si¢ réwniez obliczenie 95 % przedzialu ufnosci Sredniej wartosci. W podobny
sposob obliczy¢ $redni stopient eliminacji (Dg) pozywki organicznej w naczyniu kontrolnym.

Wskazanie biodegradacji

51. Jesli badana substancja chemiczna nie adsorbuje w znaczgcym stopniu na biofilmie, a krzywa eliminacji ma
typowy ksztalt krzywej biodegradacji z fazami zastoju, degradacji i plateau (ust. 48, 49), zmierzona eliminacje
mozna bezpiecznie przypisa¢ do biodegradagji. Jesli zaszto znaczne wstepne usuwanie, badanie symulacyjne nie
pozwala na dokonanie rozréznienia migdzy procesami eliminacji biologicznej i abiotycznej. W takich przypad-
kach oraz w innych przypadkach, gdy wystepuje watpliwos¢ dotyczgca biodegradacji (np. ma miejsce odpadanie
biofilmu) nalezy zanalizowa¢ badang substancje chemiczng w probkach filmu lub przeprowadzi¢ dodatkowe
statyczne badania (przesiewowe) biodegradowalnosci w oparciu o parametry jasno wskazujace na procesy biolo-
giczne. Takie badania to testy poboru tlenu (rozdzial C.4 niniejszego zalgcznika D, E i F) (9) lub badanie, ktore
mierzy wytwarzanie CO, (rozdzial C.4-C niniejszego zalgcznika dotyczacy metody pomiaru dwutlenku wegla
w przestrzeni nad roztworem) (10); jako inokulum nalezy zastosowal biofilm z odpowiedniego reaktora,
uprzednio poddany dzialaniu badanej substancji chemicznej.

52. Jesli zmierzono zaréwno warto$¢ usuwania DOC, jak i usuwania konkretnej substancji chemicznej, znaczgce
roznice (ta pierwsza nizsza od tej drugiej) migdzy usunietymi wartoSciami procentowymi wskazuja na obecno$é
w odplywie potproduktéw produktéw organicznych, ktére moga by¢ trudne do rozlozenia i nalezy je zbadac.
Wazno$¢ wynikéw badania

53. Badanie nalezy uzna¢ za wazne, jedli stopien eliminacji DOC (lub ChZT) (Dg) w zestawach kontrolnych wynosi
>80 % pod dwdch tygodniach dzialania i nie poczyniono obserwacji nietypowych.

54. Jesli badano szybko biodegradowalng substancje chemiczng (odniesienia), stopieri biodegradacji powinien wynosi¢
>90 %, a réznica miedzy warto$ciami w duplikatach nie powinna wynosi¢ wigcej niz 5 %. Jedli te dwa kryteria
nie sg spelnione, dokonac przegladu procedur do$wiadczalnych i pozyska¢ Scieki domowe z innego Zrédla.

55. Podobnie réznice migdzy wartociami biodegradacji z zestawow stanowiacych duplikaty (jesli sg stosowane),
poddawanych dzialaniu badanej substancji chemicznej, nie powinny wynosi¢ wigcej niz 5 %. Jesli to kryterium
nie jest spetnione, ale poziom usuwania jest wysoki, prowadzi¢ analiz¢ przez kolejne trzy tygodnie. Jesli poziom
usuwania jest niski, zbada¢ hamujacy wplyw badanej substancji chemicznej, jesli nie jest znany, i powtérzyé
badanie przy nizszym stezeniu badanej substancji chemicznej, jesli to mozliwe.

Sprawozdanie z badania

56. Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ co najmniej nastgpujace informacje:
Badana substancja chemiczna
— dane identyfikacyjne,
— cechy fizyczne oraz w stosownych przypadkach wlasciwosci fizykochemiczne.
Warunki badania

— wszelkie zmiany ukladu badawczego, zwlaszcza jesli badane sg nierozpuszczalne lub lotne substancje
chemiczne,

— rodzaj pozywki organicznej,
— proporcja i charakter odpadéw przemystowych w $ciekach, jesli s wykorzystywane i znane,
— metoda inokulacji,

— zawarto§¢ DOC (rozpuszczonego wegla organicznego) i TOC (calkowitego wegla organicznego) w roztworze
podstawowym badanej substancji chemicznej; sposob przygotowania, w przypadku zawiesiny; stosowane
stezenia badanej substancji chemicznej, podaé powody, jesli wykraczaja poza zakres 10-20 mg/l DOG;
metoda podania; data pierwszego podania; wszelkie zmiany w steZeniu,
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— $redni hydrauliczny czas zatrzymania (przy braku przyrostu); predko$¢ obrotowa rury; w miarg mozliwoscie
przyblizony kat nachylenia,

— szczegdlowe informacje dotyczace zluszczania sig; czas i natezenie,
— temperatura badania i zakres,

— stosowane techniki analityczne.

Whyniki badania

— w stosownych przypadkach wszelkie dane z pomiaréw DOC, ChZT, specyficzne analizy, pH, temperatura,
substancje chemiczne N,

— dane z wyliczeni D, (lub D,), Dy, D, uzyskane w postaci tabeli i krzywe eliminacji,

— informacje o fazach zastoju i plateau, czas trwania badania, stopien eliminacji badanej substancji chemicznej,
substancji odniesienia (je$li jest badana) i pozywki organicznej (w zestawie kontrolnym) wraz z danymi
statystycznymi i stwierdzeniami dotyczacymi biodegradowalnosci i waznosci badania,

— omowienie wynikéw.
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Rysunek 2
Schemat przeplywu
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A: Zbiornik materialu doprowadzanego
B: Pompa perystaltyczna

C: Rurka obrotowa

D: Naczynie do zbierania odpltywu

DEFINICJE

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomoca niniejszej metody badawczej.

Chemikalia: »Nalezy zauwazy¢, ze termin ‘chemikalia’ jest szeroko stosowany w porozumieniach UNCED i dokumentach
powiazanych dla uwzglednienia substancji, produktéw, mieszanin, preparatéw i wszelkich innych terminéw, ktére moga
by¢ stosowane w istniejacych systemach, by wskazaé caly zakres«.”

10) dodaje si¢ rozdzialy C.27, C.28, C.29 i C.30:

,C.27. BADANIE TOKSYCZNOSCI W UKLADZIE OSAD-WODA NA OCHOTKOWATYCH
Z WYKORZYSTANIEM WZBOGACONEGO OSADU

WPROWADZENIE

1. Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna dotyczacej badan wytycznej OECD nr 218 (2004). Niniejsza
metode zaprojektowano, by oceni¢ skutki przedtuzonego narazenia zyjacych w osadach larw Chironomus sp.,
nalezacych do rzedu stodkowodnych muchéwek, na dziatanie chemikaliéw. Metoda opiera si¢ na protokotach
badania toksyczno$ci obowigzujacych dla Chironomus riparius i Chironomus tentans, ktére opracowano w Europie
(1) (2) (3) i Ameryce Pln. (4) (5) (6) (7) (8) i potwierdzono w badaniu migdzylaboratoryjnym (1) (6) (9). Mozna
takze wykorzystywa inne dobrze udokumentowane gatunki ochotkowatych, np. Chironomus yoshimatsui (10)
.

2. Scenariusz narazenia stosowany w tej metodzie badawczej polega na wzbogacaniu osadu substancjg badana.
Wybér odpowiedniego scenariusza narazenia zalezy od zamierzonego zastosowania badania. Scenariusz pole-
gajacy na wzbogacaniu osadu ma na celu symulacje utrzymywania si¢ w osadzie podwyzszonego stezenia
chemikaliéw. Ten ukfad narazenia obejmuje wzbogacanie osadu w ukladzie badawczym osad denny-woda.

3. Substancje, ktére nalezy przebadal pod katem organizméw zyjacych w osadach, zwykle pozostajg w tym
ukladzie przez dlugi czas. Organizmy Zyjace w osadach moga by¢ narazane na dzialanie substancji kilkoma
drogami. Wzgledne znaczenie danej drogi narazenia i czas, jaki jest potrzebny, by przyczynila si¢ ona do
ogdlnych skutkéw toksycznych, zalezy od fizykochemicznych wilasciwosci danej substancji chemicznej. W przy-
padku substangji silnie adsorbujacych (np. substancji o log K., >5) lub w przypadku substancji tworzacych
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wigzanie kowalencyjne z osadami, znaczaca droga narazenia moze by przyjmowanie zanieczyszczonego
pokarmu. Aby zapobiec niedoszacowaniu toksycznosci wysokolipofilowych substancji, mozna rozwazy¢ zasto-
sowanie pokarmu dodawanego do osadu przed wprowadzeniem substancji badanej. Aby uwzglednié wszelkie
mozliwe drogi narazenia, niniejsza metoda badawcza ukierunkowana jest na narazenie dtugoterminowe. Badanie
trwa od 20 do 28 dni w przypadku C. riparius i C. yoshimatsui, a w przypadku C. tentans od 28 do 65 dni. Jesli
do okreslonego celu potrzebne sa dane krotkoterminowe, na przykltad w celu zbadania skutkéw dziatania
substancji niestabilnych, po okresie dziesigciu dni mozna usungé dodatkowe replikaty.

4. Mierzone punkty konicowe to catkowita liczba wylegnigtych dorostych osobnikéw i czas do wylegu. Jesli
potrzebne sa dodatkowe dane kréotkoterminowe, zaleca sig, by pomiaréw przezycia i wzrostu larw dokonywad
po okresie dziesieciu dni, korzystajac w stosownych przypadkach z dodatkowych replikatow.

5. Zalecane jest stosowanie osadéw preparowanych. Osady preparowane s3 korzystniejsze od osadéw naturalnych
z kilku wzgledow:

— zmienno§¢ eksperymentalna jest ograniczona, poniewaz osad preparowany stanowi odtwarzalng »zestanda-
ryzowang matrycee, tak Ze wyeliminowana zostaje potrzeba znalezienia Zrédel niezanieczyszczonego i czys-
tego osadu,

— badania mozna rozpocza¢ w kazdej chwili, unikajac zmiennosci sezonowej badanego osadu i nie jest
konieczna wstgpna obrébka osadu w celu usunigcia rodzimej fauny; stosowanie osadu preparowanego
zmniejsza takze koszty zwigzane ze zbieraniem w terenie dostatecznych iloSci osadu na potrzeby rutyno-
wych badan,

— zastosowanie osadu preparowanego umozliwia poréwnanie toksycznosci i stosowng klasyfikacje substancji.
6. Definicje s3 zamieszczone w dodatku 1.

ZASADA METODY BADANIA

7. Larwy ochotkowatych w pierwszym stadium larwalnym poddawane sg dzialaniu badanej substancji chemicznej
o réznym stopniu stezenia w ukladach osad denny-woda. Osad wzbogaca si¢ badang substancjg chemiczna,
a nastgpnie larwy w pierwszym stadium larwalnym wprowadza si¢ do zlewek, w ktérych ustabilizowano
stezenia badanej substancji w osadzie i wodzie. Na koficu badania mierzy si¢ wspdlczynnik wylegu i rozwoju
ochotkowatych. W miarg potrzeby przezycie i masa larw moga by¢ takze mierzone po 10 dniach (z wyko-
rzystaniem w stosownych przypadkach dodatkowych replikatow). Dane te analizowane sg przy uzyciu modelu
regresyjnego w celu oszacowania stezenia, ktére spowodowaloby zmniejszenie wylegu, przezycia lub wzrostu
larw o x % (np.ECy5, ECsy itd.) albo przez badanie hipotezy statystycznej w celu okreslenia stezenia, przy ktérym
nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOEC) lub najnizszego stezenia, przy ktérym obserwuje sie szkodliwe
zmiany (LOEC). To ostatnie wymaga pordwnania warto$ci zmian z warto$ciami kontrolnymi z uzyciem badan
statystycznych.

INFORMACJE NA TEMAT SUBSTANCJI BADANE]

8. Nalezy znaé rozpuszczalno§¢ substancji badanej w wodzie, preznos¢ par, podzial substancji w osadzie oraz jej
stabilno$¢ w wodzie i osadzie, uzyskane w wyniku pomiaréw lub obliczen. Powinna by¢ dostepna wiarygodna
metoda analityczna do oznaczania iloSciowego substancji badanej w osadzie, wodzie porowej i warstwie wody
powyzej osadu ze znang i udokumentowang dokladnoscig oraz granica wykrywalnosci. Uzyteczne informacje
obejmujg wzor strukturalny i czysto$¢ substancji badanej. Do przydatnych informacji naleza takze dane doty-
czace chemicznych loséw substancji w $rodowisku (np. jej rozpraszanie, rozklad abiotyczny i biotyczny itd.).
Dalsze wskazowki dotyczace badania substancji o wiasnosciach fizykochemicznych utrudniajacych ich badanie
podano w pozycji (12) w bibliografii.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

9. Substancje odniesienia moga by¢ okresowo badane dla zagwarantowania, ze protokdt i warunki badania sa
rzetelne. Przyklady substancji toksycznych stosowanych z powodzeniem w badaniach migdzylaboratoryjnych
i walidacyjnych: lindan, trifluralina, pentachlorofenol, chlorek kadmu i chlorek potasu (1) (2) (5) (6) (13).

WAZNOSC BADANIA

10. Aby badanie bylo wazne, obowiazuja nastepujace warunki:

— odsetek wylegnietych osobnikéw dorostych w probach kontrolnych musi na konicu badania by¢ co najmniej
na poziomie 70 % (1) (6),

— w naczyniach zawierajacych proby kontrolne wyleg osobnikow dorostych C. riparius i C. yoshimatsui z larw
powinien nastgpi¢ miedzy 12. a 23. dniem od ich wprowadzenia do naczynia; w przypadku C. tentans
niezbedny jest okres od 20 do 65 dni,



L 81/184 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej 19.3.2014

— na koricu badania nalezy zmierzy¢ warto$§¢ pH oraz stezenie rozpuszczonego tlenu w kazdym naczyniu.
Stezenie tlenu powinno wynosi¢ co najmniej 60 procent warto$ci nasycenia powietrzem (ASV) w wybranej
temperaturze, a warto§¢ pH w warstwie wody powyzej osadu powinna we wszystkich naczyniach uzywa-
nych do badania znajdowa¢ si¢ w przedziale 6-9,

— temperatura wody nie powinna réznic si¢ o wigcej niz + 1,0 °C. Temperatur¢ wody mozna kontrolowaé przy
uzyciu pomieszczenia izotermicznego i w takim przypadku temperatura pomieszczenia powinna byé
potwierdzana w stosownych odstepach czasowych.

OPIS METODY
Naczynia uzywane do badania

11. Badanie prowadzone jest w szklanych zlewkach o pojemnosci 600 ml i $rednicy 8 cm. Inne naczynia takze
mogg nadawal si¢ do badania, powinny jednak zapewnia¢ odpowiednia gl¢bokos$¢ warstwy osadu i warstwy
wody powyzej. Powierzchnia osadu powinna by¢ wystarczajaca, by zapewni¢ od 2 do 3 cm? na larwe. Stosunek
glebokosci warstwy osadu do warstwy wody powyzej powinien wynosi¢ 1:4. Naczynia do badania i inne
przyrzady majace kontakt z ukladem badawczym powinny by¢ w calosci wykonane ze szkla lub innego
chemicznie obojetnego materiatu (np. teflonu).

Wybér gatunkéw

12. Gatunkiem wykorzystywanym w badaniu powinien by¢ w miar¢ mozliwosci Chironomus riparius. Odpowiedni
jest takze Chironomus tentans, ale jest trudniejszy w hodowli i wymaga dluzszego okresu badania. Mozna takze
korzysta¢ z Chironomus yohimatsui. Szczegdly metod hodowli dla Chironomus riparius podano w dodatku 2.
Informacje dotyczace warunkéw hodowli sa takze dostgpne dla innych gatunkow, tj. Chironomus tentans (4)
i Chironomus yoshimatsui (11). Przed przeprowadzeniem badania nalezy potwierdzi¢ identyfikacje gatunkéw, ale
nie jest to wymagane przed kazdym badaniem, jesli organizmy pochodza z hodowli wewnatrzlaboratoryjnej.

Osad

13. W miar¢ mozliwosci nalezy stosowaé osad preparowany (zwany takze osadem regenerowanym, sztucznym lub
syntetycznym). Jesli jednak korzysta si¢ z osadu naturalnego, nalezy go scharakteryzowal (co najmniej pod
katem pH, zawartosci wegla organicznego, zaleca si¢ takze okreslenie innych parametréw, takich jak stosunek
CIN i granulometria). Osad taki powinien by¢ wolny od zanieczyszczen i innych organizméw, ktére moglyby
konkurowal z ochotkowatymi lub je zjada¢. Zaleca si¢ takze, by przed jego wykorzystaniem w badaniu
toksycznosci dla ochotkowatych naturalny osad byl przez siedem dni kondycjonowany w tych samych warun-
kach, jakie panowa¢ beda nastepnie podczas badania. Do wykorzystania w tym badaniu (1) (15) (16) zaleca si¢
nastepujacy osad preparowany oparty na sztucznej glebie stosowanej w metodzie badawczej C.8 (14):

a) torf 4-5% (w przeliczeniu na suchg mase): warto$¢ pH mozliwie najbardziej zblizona do przedziatu 5,5 do
6,0; wazne jest, by stosowal torf w postaci sproszkowanej, drobno zmielony (wielko§¢ czastek < 1 mm)
i suszony wylacznie powietrzem;

b) glinka kaolinowa 20 % (w przeliczeniu na suchg mase) (zawarto$¢ kaolinitu w miar¢ mozliwosci powyzej
30 %);

¢) piasek kwarcowy 75-76 % (w przeliczeniu na suchg masg) (powinien przewaza¢ drobny piasek, w ktérym
ponad 50 % czastek mierzy od 50 do 200 pm);

d) dla uzyskania wilgotnosci koficowej mieszkanki na poziomie od 30-50 % dodaje si¢ wode dejonizowang;

) w celu skorygowania pH koricowej mieszaniny osadu do wartoéci 7,0 + 0,5 dodaje si¢ do niej chemicznie
czysty weglan wapnia (CaCO;). Zawarto$¢ wegla organicznego w koricowej mieszaninie powinna wynosi¢
2% (£ 0,5 %) i nalezy ja skorygowac przy uzyciu odpowiednich ilosci torfu i piasku, zgodnie z lit. a) i c).

14. Zrédlo torfu, glinki kaolinowej i piasku powinno by¢ znane. Skladniki osadu nalezy sprawdzi¢ pod katem
zanieczyszczenia chemicznego (np. metalami cigzkimi, zwigzkami chloroorganicznymi, zwigzkami fosforoorga-
nicznymi itp.). W dodatku 3 podano przyktadowy sposob przygotowania osadu preparowanego. Dopuszczalne
jest takze mieszanie suchych skladnikéw, o ile wykaze si¢, ze po dodaniu warstwy wody powyzej osadu
sktadniki osadu si¢ nie rozdziclaja (np. nie unosza si¢ czastki torfu) oraz ze torf lub osad jest poddawany
dostatecznemu kondycjonowaniu.

Woda

15. Jako wodg¢ do badania mozna stosowa¢ kazdy rodzaj wody, ktérej charakterystyka zgodna jest z charakterystyka
chemiczng wody nadajacej si¢ do rozcieficzania, jak opisano w dodatkach 2 i 4. Do hodowli ochotkowatych i do
badania moze stuzy¢ kazdy odpowiedni rodzaj wody, np. woda naturalna (powierzchniowa lub gruntowa), woda
regenerowana (zob. dodatek 2) lub odchlorowana woda wodociggowa, pod warunkiem ze ochotkowate przezyja
w niej przez okres hodowli i badania bez wykazywania oznak stresu. Na poczatku badania warto$¢ pH wody do
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badania powinna wynosi¢ od 6 do 9, a twardo$¢ ogétem wody wyrazona w zawartoéci CaCO; nie powinna by¢
wyzsza niz 400 mg/l. Jesli jednak podejrzewa sig, ze migdzy jonami powodujacymi twardo$¢ wody a substancja
badang dochodzi do interakeji, powinna by¢ stosowana woda o mniejszej twardosci (a zatem w takim przy-
padku nie wolno uzywaé pozywki Elendta M4). Przez okres calego badania nalezy stosowaé ten sam rodzaj
wody. Cechy jakosci wody, wymienione w dodatku 4, nalezy mierzy¢ co najmniej dwa razy w roku lub ilekro¢
zachodzi podejrzenie, ze mogly one ulec znacznej zmianie.

Roztwory podstawowe — osady wzbogacane

16. Wzbogacone osady o wybranym stezeniu substancji badanej sg zwykle przygotowywane przez dodanie
roztworu tej substancji bezposrednio do osadu. Roztwér podstawowy substancji badanej rozpuszczonej w dejo-
nizowanej wodzie miesza si¢ z osadem gotowym z uzyciem walcarki, mieszalnika lub recznie. Jezeli substancja
badana stabo rozpuszcza si¢ w wodzie, mozna jg rozpusci¢ w odpowiednim rozpuszczalniku organicznym,
w mozliwie jak najmniejszej jego ilosci (np. w heksanie, acetonie lub chloroformie). Roztwér taki nastgpnie
miesza si¢ z drobnym piaskiem kwarcowym, w ilosci 10 graméw na jedno naczynie. Rozpuszczalnikowi nalezy
pozwoli¢ wyparowac i catkowicie znikna¢ z piasku; piasek nastgpnie miesza si¢ z osadem w okreslonej iloéci na
kazda zlewke. Do rozpuszczenia, rozrzedzenia lub zemulsyfikowania substancji badanej moga by¢ uzyte jedynie
fatwo ulatniajace si¢ czynniki. Nalezy mie¢ na uwadze, ze przy preparowaniu osadu nalezy uwzglednial piasek
zawarty w mieszance substancji badanej z piaskiem (czyli osad nalezy przygotowaé z mniejszej ilosci piasku).
Nalezy dopilnowaé, by substancja badana dodana do osadu zostala w nim starannie i réwno rozprowadzona.
W razie koniecznosci dla okreSlenia jednorodnosci mieszanki nalezy zanalizowaé podprébki.

PROJEKT BADANIA

17. Projekt badania obejmuje dobdr liczby badanych stezen i ich zréznicowanie, liczby naczyni zawierajacych dane
stezenie substancji i liczby larw na jedno naczynie. Opisano projekty dotyczace punktowego oszacowania
warto$ci EC, oszacowania warto$ci NOEC i przeprowadzenia badania granicznego.

Projekt analizy regresyjnej

18. Stezenie powodujace zmiany (np. ECy5, ECso) i zakres stezen, powyzej ktérego skutki dzialania substancji
badanej stajg si¢ przedmiotem zainteresowania, nalezy wyskalowaé z zastosowaniem stezen ujetych w badaniu.
Ogodlnie, dokladnos$é, a w szczegdlnosci wazno$¢ naukowa, z jaka mozna oszacowal stezenia powodujace
zmiany (EC,), poprawia si¢, gdy stezenie powodujgce zmiany wchodzi w zakres badanych stezen. Nalezy unikaé
ekstrapolowania wynikow znacznie ponizej najnizszego stezenia dajacego wynik dodatni lub powyzej najwyz-
szego stezenia. Wstepne badanie ustalajace zakres jest pomocne przy wyborze zakresu stezen do zastosowania
(zob. pkt 27).

19. Jesli trzeba oszacowaé EC,, nalezy zbada¢ co najmniej pigé stezen i trzy replikaty dla kazdego stezenia.
W kazdym przypadku zaleca si¢ stosowanie dostatecznych stezen substancji badanej, aby umozliwi¢ dobre
oszacowanie parametréw modelu. Wspélezynnik odstepéw miedzy stezeniami nie powinien by¢ wigkszy niz
dwa (z wyjatkiem przypadkow, gdy krzywa dawka-odpowiedZ ma lagodny przebieg). Liczba replikatéw przy
kazdym podaniu dawki substancji badanej moze by¢ zmniejszona, jesli zwigkszy si¢ liczbe stezen substancji
badanej dajacych rézne odpowiedzi. Zwigkszenie liczby replikatéw lub zmniejszenie wielkosci odstepéw migdzy
badanymi stezeniami zwykle prowadzi do zwezenia przedzialéw ufnosci dla danego badania. Jesli celem jest
oszacowanie przezycia i wzrostu larw w okresie 10 dni, wymagane sg dodatkowe replikaty.

Projekt dotyczacy oszacowania NOEC/LOEC

20. Jesli celem jest oszacowanie warto$ci LOEC lub NOEC, nalezy zastosowal pig¢ stezen substancji badanej z co
najmniej czterema replikatami, a wspélczynnik odstepéw migdzy stezeniami nie powinien by¢ wigkszy niz dwa.
Liczba replikatéw powinna by¢ na tyle duza, by zapewni¢ odpowiednig moc statystyczng dla wykrycia 20 %
réznicy z proba kontrolng przy istotnosci wynoszacej 5% (p = 0,05). W przypadku wspdlczynnika rozwoju
zwykle stosowna jest analiza wariancji (ANOVA), np. badanie Dunnetta i badanie Williamsa (17) (18) (19) (20).
W przypadku wspolczynnika wylegu mozna stosowaé test Cochrana-Armitage’a, test dokladny Fishera (z korektg
Bonferroniego) lub test Mantela-Haenszela.

Badanie graniczne

21. Jesli we wstepnym badaniu ustalajgcym zakres nie zaobserwowano zadnych zmian, mozna przeprowadzié
badanie graniczne (jedno stezenie badane i jedna proba kontrolna). Celem badania granicznego jest przeprowa-
dzenie badania przy dostatecznie wysokim stezeniu substancji badanej, by umozliwi¢ decydentom wykluczenie
jej ewentualnych toksycznych skutkdw, a granice ustala si¢ na poziomie stezenia, co do ktérego nie przewiduje
si¢, by mogto kiedykolwiek wystapic. Zaleca si¢ stezenie 1 000 mg/kg (w przeliczeniu na sucha mase). Zazwy-
czaj konieczne jest co najmniej 6 replikatéw zaréwno dla proby poddawanej dziataniu substangji, jak i dla proby
kontrolnej. Nalezy wykaza¢ odpowiednig moc statystyczna, ktora pozwala wykry¢ 20 % réznice w poréwnaniu
z proba kontrolna przy 5 % poziomie istotnosci (p = 0,05). Przy odpowiedzi metrycznej (wspotczynnik rozwoju
i masa) odpowiednig metoda statystyczng jest test t-Studenta, jesli dane spelniajg warunki tego testu (normalnosé
rozkladu zmiennych, jednorodno$¢ wariancji). Jesli te warunki nie s3 spelnione, mozna zastosowac test t dla
nieréwnych wariancji lub test nieparametryczny, np. test Manna-Whitneya-Wilcoxona. W przypadku wspét-
czynnika wylegu odpowiedni jest test dokladny Fishera.
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PROCEDURA
Warunki narazenia na dzialanie substancji
Przygotowanie ukladu osad wzbogacony — woda

22. Dla podawania substancji badanej zalecana jest procedura wzbogacania opisana w metodzie badawczej C.8:
Toksyczno$¢ dla dzdzownic (14). Osad wzbogacony umieszcza si¢ w naczyniach, a nastgpnie dodaje si¢ wode
powyzej osadu, aby uzyskaé wspdlczynnik objetosci osadu do wody réwny 1:4 (zob. pkt 11 i 15). Glebokosé
warstwy osadu powinna znajdowa¢ si¢ w przedziale 1,5-3 cm. Podczas dodawania badanej wody w celu uzys-
kania stupa wody nad osadem, aby unikna¢ oddzielenia skfadnikéw osadu i ponownego zawieszenia w wodzie
drobnoziarnistego materiatu, osad na czas zalewania mozna nakry¢ plastikowym krazkiem, a krazek nastgpnie
od razu usungé. Wlasciwe moze by¢ takze zastosowanie innych przyrzadow.

23. Naczynia do badania powinny by¢ przykryte (np. szklanymi plytkami). W razie konieczno$ci w czasie badania
poziom wody uzupelnia si¢ do pierwotnej objetosci, aby wyréwnaé jej ubytek spowodowany parowaniem.
Nalezy w tym celu uzywaé wody destylowanej lub dejonizowanej, aby zapobiec odktadaniu si¢ soli.

Stabilizacja

24. Po tym jak zostanie juz przygotowany osad wzbogacony z warstwa wody powyzej, nalezy umozliwi¢ podzial
substancji badanej migdzy faza wodng i osadem (3) (4) (6) (13). W miar¢ mozliwosci powinno si¢ to odbywal
w tych samych warunkach temperatury i napowietrzenia, co panujace w badaniu. Okres ustalania stanu réwno-
wagi zalezy od osadu i substancji chemicznej, i moze by¢ rzedu kilku godzin lub kilku dni, a w rzadkich
przypadkach trwa¢ do kilku tygodni (4-5 tygodni). Jako Ze jest to czas wystarczajacy dla rozkladu wielu
chemikaliéw, nie oczekuje si¢ stanu réwnowagi, ale zaleca si¢ stosowanie 48-godzinnego okresu ustalania
réwnowagi. Na koniec tego dalszego okresu ustalania rownowagi nalezy zmierzy¢ stezenie substancji badanej
w warstwie wody powyzej osadu, wodzie porowej i w osadzie, co najmniej przy najwyzszym stezeniu i przy
nizszym stezeniu (zob. pkt 38). Takie oznaczenia analityczne substancji badanej umozlwiajg obliczenie bilansu
masy i wyrazenie wynikdw w oparciu o zmierzone stezenia.

Dodanie organizméw badanych

25. Na cztery do pigciu dni przed umieszczeniem organizméw badanych w naczyniach uzywanych do badania
pakiety jaj nalezy wyja¢ z hodowli i umiesci¢ w malych naczyniach w pozywce hodowlanej. Mozna w tym celu
zastosowaé pozywke wykorzystywana w hodowli podstawowej lub pozywke $wiezo przygotowana. Jesli stoso-
wana jest ta ostatnia, do pozywki hodowlanej nalezy doda¢ niewielka ilo§¢ pokarmu, np. zielenice lub kilka
kropel filtratu z drobno zmielonej zawiesiny pokarmu w platkach dla ryb (zob. dodatek 2). Nalezy korzystaé
wylacznie ze Swiezo zlozonych pakietéw jaj. Wyleg larw zaczyna si¢ przewaznie kilka dni po zlozeniu pakietow
jaj (2 do 3 dni w przypadku Chironomus riparius w temperaturze 20 °C oraz 1 do 4 dni w przypadku Chironomus
tentans w temperaturze 23 °C i Chironomus yoshimatsui w temperaturze 25 °C), a wzrost larw nastepuje w czterech
stadiach larwalnych, przy czym kazde z nich trwa od 4 do 8 dni. Do badania nalezy stosowal larwy w pierw-
szym stadium larwalnym (2-3 lub 1-4 dni po wylegu). Stadium rozwoju kuczmandéw mozna sprawdzi¢ stosujac
pomiar szeroko$ci puszki glowowej (6).

26. Dwadzie$cia larw w pierwszym stadium larwalnym przydziela si¢ losowo do kazdego naczynia do$wiadczalnego
zawierajgcego osad wzbogacony i wodg przy uzyciu tgpo zakoriczonej pipety. Po wprowadzeniu larw do naczyn
nalezy zatrzymac napowietrzanie wody i nie uruchamia¢ go przez dobg¢ po ich wprowadzeniu (zob. pkt 25
i 32). Zgodnie z zastosowanym projektem badania (zob. pkt 19 i 20) w celu oszacowania punktu EC nalezy
zastosowaé co najmniej 60 larw na stezenie, a w celu oznaczenia wartosci NOEC - 80 larw.

Badane stgzenia

27. Badanie ustalajace zakres moze by¢ przydatne do okreslenia zakresu stezen dla ostatecznego badania. W tym
celu stosuje si¢ szereg roztwor6w o znacznie réznigcych si¢ od siebie stezeniach substancji badanej. Aby
zapewni¢ t¢ sama gesto$¢ powierzchni na ochotkowate, co stosowana w ostatecznym badaniu, ochotkowate
poddaje si¢ narazeniu na kazde stgzenie substancji badanej przez okres pozwalajacy oszacowaé odpowiednie jej
stezenie badane i nie wymagane sg replikaty.

28. Decyzje dotyczace stezen substancji badanej w ostatecznym badaniu podejmuje si¢ w oparciu o wynik badania
ustalajgcego zakres. Jak opisano w pkt 18 do 20, nalezy zastosowaé i wybraé co najmniej pig¢ stezen.

Préby kontrolne

29. Naczynia zawierajace proby kontrolne bez substancji badanej, ale zawierajace osad, powinny by¢ uwzglednione
w badaniu z odpowiednig liczba replikatéw (zob. pkt 19 i 20). Jesli do wprowadzenia substancji badanej zostat
uzyty rozpuszczalnik (zob. pkt 16), nalezy dodal prébe kontrolng zawierajaca osad z rozpuszczalnikiem.
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Uktad badawczy

30. Stosowane sg uklady statyczne. W wyjatkowych przypadkach, na przyklad gdy okreslone w specyfikacjach cechy
jakosci wody stana si¢ nieodpowiednie dla organizmu badanego lub narusza réwnowage chemiczng (np.
poziomy rozpuszczonego tlenu spadng zbyt nisko, stezenie produktéw wydalniczych za bardzo wzro$nie lub
nastapi uwalnianie mineraléw z osadu, ktére wplynie na warto§¢ pH lub twardo$¢ wody) mozna stosowal
uklady polstatyczne lub przeplywowe z okresowym lub stalym odnawianiem wody powyzej osadu. Inne metody
poprawy jakoSci wody powyzej osadu, np. napowietrzanie, zwykle jednak wystarczajg i nalezy w miar¢ mozli-
wosci z nich korzystac.

Pokarm

31. Larwy trzeba karmié¢, w miar¢ mozliwosci codziennie lub co najmniej trzy razy w tygodniu. Odpowiedni do
karmienia mlodych larw przez pierwsze 10 dni wydaje si¢ pokarm dla ryb (zawiesina w wodzie lub drobno
zmielony pokarm, np. Tetra-Min lub Tetra-Phyll; zob. szczegétowe informacje w dodatku 2) w ilosci
0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg w przypadku C. yoshimatsui) na larwe dziennie. Starsze larwy moga potrzebowaé
nieco wigcej pokarmu: 0,5-1 mg na larwe na dziei powinno by¢ wystarczajacg iloScig przez pozostala czesé
badania. Jesli obserwuje si¢ wzrost grzybow lub $miertelno§¢ w prébach kontrolnych, nalezy wéwczas we
wszystkich probach kontrolnych i do$wiadczalnych ograniczy¢ i kontrolowac ilos¢ pokarmu. Jesli nie mozna
powstrzymaé rozwoju grzybéw, nalezy powtérzy¢ badanie. Przy badaniu substancji silnie adsorbujacych (np.
o log K., >5) lub w przypadku substancji tworzacych wigzanie kowalencyjne z osadem, ilo¢ pokarmu
niezbedng do zapewnienia przezycia i naturalnego wzrostu organizméw mozna doda¢ do osadu preparowanego
przed okresem stabilizacji. W tym celu zamiast pokarmu dla ryb nalezy stosowaé surowiec roslinny, np. dodatek
0,5 % (w przeliczeniu na suchg masg) drobno zmielonych lisci np. pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica), morwy
bialej (Morus alba), koniczyny bialej (Trifolium repens), szpinaku (Spinacia oleracea), mozna tez uzy¢ innego
surowca roélinnego (produktu Cerophyl lub alfa-celulozy).

Warunki inkubacji

32. W miare mozliwosci w ciggu 24 godzin od wprowadzenia larw nalezy zapewni¢ delikatne napowietrzanie
warstwy wody powyzej osadu w naczyniach do badania, a nastgpnie kontynuowac je przez caly okres badania
(nalezy dopilnowa¢, by stezenie rozpuszczonego tlenu nie spadlo ponizej 60 procent ASV). Napowietrzanie
prowadzone jest z uzyciem szklanej pipety Pasteura przytwierdzonej 2-3 cm nad warstwa osadu (tj. w ilosci
jednego lub kilku babli powietrza/sek.). Przy badaniu lotnych chemikaliéw mozna rozwazy¢ nienapowietrzanie
ukladu osad-woda.

33. Badanie przeprowadza si¢ w stalej temperaturze 20 °C (£ 2 °C). Zalecane temperatury w przypadku C. tentans i C.
yoshimatsui to odpowiednio 23 °C i 25°C (¢ 2°C). Stosuje si¢ 16-godzinny fotoperiod, a nat¢zenie $wiatla
powinno wynosi¢ od 500 do 1000 lukséw.

Czas trwania naraZenia

34. Czas trwania narazenia rozpoczyna si¢ od wprowadzenia larw do naczyn z proba wzbogacong i naczyi
zawierajacych proby kontrolne. Maksymalny czas trwania narazenia wynosi 28 dni w przypadku C. riparius
i C. yoshimatsui, a w przypadku C. tentans 65 dni. Jesli kuczmany wylegna si¢ wczesniej, badanie mozna
zakonczy¢ po co najmniej pieciu dniach od wylegu ostatniego dorostego osobnika w prébie kontrolne;.

Obserwacje
Wyleg osobnikéw dorostych

35. Nalezy okresli¢ czas rozwoju i calkowita liczbe w pelni wylggnigtych samcéw i samic kuczmanéw. Samce tatwo
zidentyfikowaé dzigki ich pierzastym czutkom.

36. Naczynia do badania nalezy obserwowac co najmniej trzy razy w tygodniu w celu wzrokowej oceny ewentual-
nego nieprawidtowego zachowania (np. porzucanie osadu, nietypowy sposéb plywania) w poréwnaniu z prdbg
kontrolng. W okresie spodziewanego wylegu kuczmandéw konieczne jest codzienne ich zliczanie. Ple¢ i liczbe
w pelni wylegnietych kuczmanéw nalezy zapisywaé codziennie. Po identyfikacji kuczmany usuwane sg z naczyn.
Pakiety jaj zlozone przed zakoficzeniem badania nalezy odnotowaé, a nastgpnie usunaé, by zapobiec ponow-
nemu wprowadzeniu larw do osadu. Nalezy takze odnotowaé liczb¢ widocznych poczwarek, z ktérych nie
wylegly si¢ kuczmany. Wytyczne dotyczace pomiaru wylegu zawarte sa w dodatku 5.

Wazrost i przezycie

37. Jedli majg by¢ dostarczone dane dotyczace 10-dniowego przezycia i wzrostu larw, nalezy na poczatku wlaczy¢
do badania dodatkowe naczynia, by mogly by¢ w tym celu wykorzystane. Aby zebraé larwy, osad z tych
dodatkowych naczyn nalezy przesiaé, uzywajac sita 250 pm. Kryteriami zgonu sg nieruchomo$¢ lub brak reakeji
na bodziec mechaniczny. Larwy nieodzyskane nalezy takze liczy¢ jako martwe (larwy, ktére padly na poczatku
badania, mogly zosta¢ roztozone przez drobnoustroje). Nalezy okresli¢ sucha mas¢ (bez popiotu) larw pozos-
talych przy zyciu na kazde naczynie do badania i obliczy¢ $rednia sucha mas¢ pojedynczej larwy na kazde
naczynie. Przydatne jest okreslenie, w ktérym stadium larwalnym znajduja si¢ larwy pozostale przy zyciu; w tym
celu mozna stosowal pomiar puszki glowowej kazdego osobnika.
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Pomiary analityczne
Stezenie substancji badanej

38. Przed rozpoczeciem badania (np. wprowadzeniem larw) z co najmniej jednego naczynia na kazde doswiadczenie
pobiera si¢ probki calej objetosci osadu w celu dokonania pomiaréw analitycznych stezenia substancji badanej
w osadzie. Zaleca si¢, by na poczatku i na koficu badania przeanalizowa¢ co najmniej probki wody z warstwy
powyzej osadu, wody porowej i osadu (zob. pkt 24), przy najwyzszym stezeniu i przy nizszym st¢zeniu. Takie
oznaczenie stezenia substancji badanej daje wiedze na temat zachowania/podziatu substancji badanej w ukladzie
woda-osad.

39. Gdy dokonuje si¢ pomiaréw posrednich (np. w 7. dniu) lub jesli do analizy potrzeba duzych prébek, ktérych nie
mozna pobra¢ z naczyn do badania bez wplywania na uklad badawczy, nalezy dokona¢ oznaczen analitycznych
na probkach pochodzacych z dodatkowych naczyn do badania przygotowanych w ten sam sposéb (zawierajg-
cych takze organizmy badane), ale niewykorzystywanych do obserwacji biologicznych.

40. Aby oddzieli¢ wod¢ porows, zaleca si¢ odwirowanie osadu przy 10 000 g w temp. 4 °C przez 30 min. Jesli
jednak substancja badana nie adsorbuje si¢ na filtrze, dopuszczalna jest tez filtracja. W niektérych przypadkach
zanalizowanie stezel w wodzie porowej moze nie by¢ mozliwe, poniewaz wielko§¢ probki jest zbyt mata.

Parametry fizykochemiczne

41. Warto$¢ pH i temperatura w naczyniach do badania powinny by¢ odpowiednio mierzone (zob. pkt 10).
Twardo$¢ i zawarto$¢ amoniaku nalezy zmierzy¢é w probach kontrolnych i w jednym naczyniu do badania
przy najwyzszym stezeniu na poczatku i na koricu badania.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Opracowanie wynikow

42. Celem badania jest okreSlenie wplywu substancji badanej na wspétczynnik rozwoju i catkowity liczbe w pelni
wylegnietych samic i samcéw kuczmandw lub, w przypadku badan 10-dniowych, skutkéw dla przezycia i masy
larw. Jesli nie ma wskazan dotyczacych statystycznie istotnych réznic we wrazliwosci osobnikéw kazdej plei,
wyniki dotyczgce osobnikéw meskich i zenskich moga zostaé polaczone do celow analizy statystycznej. Réznice
we wrazliwosci miedzy plciami mozna oszacowal statystycznie z wykorzystaniem np. tablicy rozkladu chi-
kwadrat x>-r x 2. W razie koniecznoéci przezycie larw i §rednig suchg mase larwy na naczynie nalezy okresli¢ po
10 dniach.

43. Wartosci stezen powodujgce zmiany, wyrazone w suchej masie, nalezy obliczy¢ w miare mozliwosci w oparciu
o zmierzone stezenia substancji w osadzie na poczatku badania (zob. pkt 38).

44. Aby obliczy¢ oszacowanie punktowe dla ECs, i innych EC,, jako prawdziwe replikaty mozna wykorzystywac
dane statystyczne dotyczace poszczegdlnych naczyn. Przy wyliczaniu przedzialu ufnosci dla EC, nalezy
uwzgledni¢ zmienno$¢ miedzy naczyniami lub nalezy wykazaé, ze zmienno$¢ ta jest tak niewielka, ze mozna
ja pomingd. Jezeli model zostal dopasowany przy uzyciu metody najmniejszych kwadratow, do danych staty-
stycznych dotyczacych poszczegdlnych naczyn nalezy zastosowa przeksztalcenie, aby poprawi¢ jednorodnosé
wariancji. Wartosci EC, nalezy jednak liczy¢ po przeksztalceniu odpowiedzi z powrotem do wartosci pierwotnej.

45. W przypadku gdy analiza statystyczna ma na celu okreslenie wartosci NOEC/LOEC przez zastosowanie badania
hipotezy statystycznej, nalezy wzia¢ pod uwage zmienno$¢ migdzy naczyniami, np. przez zastosowanie zagniez-
dzonej analizy wariancji. Ewentualnie w przypadkach, w ktdrych wystepuja naruszenia zwyklych zalozen analizy
wariancji, odpowiednie moga by¢ bardziej odporne testy (21).

Wspélezynnik wylegu

46. W przypadku gdy oczekuje si¢ monotonicznej zalezno$ci dawka-odpowiedz, a dane te sg spdjne z tym ocze-
kiwaniem, wspélczynniki wylegu, ktére sa danymi dwuwartoSciowymi, mozna zanalizowa z uzyciem testu
Cochrana-Armitage’a stosowanego na zasadzie krokowej wstecznej. W innym przypadku mozna zastosowac test
dokladny Fishera lub test Mantela-Haenszela z granicznym poziomem istotnosci skorygowanym metoda Bonfer-
roniego-Holma. Jedli s3 dowody na wigkszg zmienno$¢ migdzy replikatami w ramach tego samego stezenia, niz
wskazywalby na to rozklad dwumianowy (co okresla si¢ czesto jako zmienno$¢ wiekszg niz zmienno$é w rozkla-
dzie dwumianowym), wowczas nalezy zastosowaé odporny test Cochrana-Armitagea lub test dokladny Fishera,
tak jak proponuje si¢ w pozycji (21) w bibliografii.

Suma kuczmandéw wylegnietych na kazde naczynie, n,, jest okre$lana i dzielona przez liczb¢ wprowadzonych
larw, n,:
ne

ER =
Ny
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gdzie:
ER

wspotczynnik wylegu,
n, = liczba wylegnietych kuczmanéw na kazde naczynie,

n, = liczba wprowadzonych larw na kazde naczynie.

47. Najwlasciwszg alternatywa w przypadku duzych prébek, w ktérych wystepuje wariancja wigksza niz wariancja
w rozkladzie dwumianowym, jest traktowanie wspélczynnika wylegu jako zmiennej ciaglej i stosowanie takich
procedur jak test Williama, gdy oczekuje si¢ monotonicznej zaleznosci dawka-odpowiedZ i oczekiwanie to jest
zgodne z danymi dotyczacymi wspélczynnika wylegu. Jesli zalozenie dotyczace monotonicznoéci nie jest
spelnione, odpowiedni bylby test Dunnetta. Uznaje si¢, ze probka jest duza, gdy zaréwno liczba wylegnietych
kuczmandw, jak i liczba larw, z ktérych one nie powstaly, przekracza pie¢ na kazde naczynie stanowigce
replikat.

48. Aby zastosowal metody analizy wariancji, warto$ci wspdlczynnika wylegu nalezy najpierw przeksztalcié,
stosujac przeksztalcenie pierwiastkowe i arcsin lub przeksztalcenie Freemana-Tukeya w celu otrzymania przy-
blizonego normalnego rozkladu i wyréwnania wariancji. Przy uzyciu czgstosci bezwzglednej mozna zastosowaé
test Cochrana-Armitage’a, test dokladny Fishera (z korekta Bonferroniego) lub test Mantela-Haenszela. Prze-
ksztalcenie pierwiastkowe i arcsin stosuje si¢ przez wyznaczenie funkcji odwrotnej wzgledem sinusa (sin™!)
pierwiastka wspdlczynnika wylegu.

49. W przypadku wspélczynnikéw wylegu wartosci EC, oblicza si¢, stosujac analiz¢ regresji (lub np. analizg
probitowg (22), logitows, analize Weibulla, odpowiednie oprogramowanie komercyjne itd.). Jesli analiza regresji
zawodzi (np. w przypadku gdy wystepuja mniej niz dwie czgSciowe odpowiedzi), stosuje si¢ inne metody

nieparametryczne, takie jak $rednia kroczgca lub prosta interpolacja.

Wspétezynnik rozwoju

50. Srednia czasu rozwoju to §redni czas od wprowadzenia larw (dzien 0 badania) do wylegu kuczmanéw tworza-
cych kohorte badang (w celu policzenia rzeczywistego czasu rozwoju nalezy uwzgledni¢ wiek larw w chwili
wprowadzenia). Wspélczynnik rozwoju stanowi odwrotno$é czasu rozwoju (jednostka: 1/dzien) i przedstawia te
cze$¢ rozwoju larwy, ktéra nastepuje kazdego dnia. Do celow oceny omawianych badan dotyczacych toksycz-
nosci w osadzie preferowany jest wspdlczynnik rozwoju, jako Ze jego wariancja jest mniejsza, jest bardziej
jednorodny i blizszy normalnemu rozkladowi w poréwnaniu z czasem rozwoju. Dlatego silne metody para-
metryczne badania stosowaé mozna raczej w odniesieniu do wspdlezynnika rozwoju niz do czasu rozwoju. Dla
wspolczynnika rozwoju jako odpowiedzi cigglej mozna szacowaé wartosci EC,, stosujgc analize regresji
(zob. np. (23) (24)).

51. Do celéw ponizszych badan statystycznych przyjmuje sig, ze liczba kuczmanéw zaobserwowanych w dniu
kontroli x wylegla si¢ w $redniej arytmetycznej odstgpu czasu migdzy dniem x a dniem x-1 (1 = dlugosé
odstepu czasowego miedzy kontrolami, zwykle 1 dziert). Srednia arytmetyczna wspélczynnika rozwoju na kazde
naczynie (x) liczona jest wedlug nastepujacego wzoru:

m
ey de
i=1 e
gdzie:

X: $rednia arytmetyczna wspdlczynnika rozwoju na kazde naczynie,

b

wskaznik odstepu czasowego miedzy kontrolami,

: maksymalna liczba odstepéw czasowych migdzy kontrolami,

= B

i liczba kuczmandw wylegnietych w odstgpie czasowym miedzy kontrolami i,

=

. calkowita liczba kuczmanéw wylegnigtych na koniec do$wiadczenia, (= ) fj)

ol

wspolczynnik rozwoju kuczmanéw wylegnietych w odstgpie czasowym migdzy kontrolami i,

1

-

Xj =

gdzie:
day; dzien kontroli (dni od wprowadzenia),

1

: dlugo$¢ odstgpu czasowego miedzy kontrolami i (w dniach, zwykle 1 dzien).
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Sprawozdanie z badania

52. Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ co najmniej nastepujace informacje:
Substancja badana

— cechy fizyczne i w stosownych przypadkach wilasciwosci fizykochemiczne (rozpuszczalno$é w wodzie,
prezno$¢ par, wspolezynnik podzialu w glebie (lub w osadzie, jesli jest dostepny), stabilno$¢ w wodzie itd.),

— dane identyfikacyjne substancji chemicznej (nazwa zwyczajowa, nazwa chemiczna, numer CAS, wzér struk-
turalny) w tym czysto$¢ i metoda analityczna oznaczania iloSciowego substancji badanej.

Badany gatunek

— zwierzgta wykorzystane w badaniu: gatunek, nazwa naukowa, Zrédlo organizméw i warunki hodowli,

— informacje dotyczace postepowania z pakietami jaj i larwami,

— wiek zwierzgt badanych w chwili umieszczenia w naczyniu do badania.

Warunki badania

— uzyty osad, tj. osad naturalny lub preparowany,

— w przypadku osadu naturalnego — lokalizacja i opis miejsca pobrania probki osadu, w tym, jesli to mozliwe,
historia zanieczyszczenia; charakterystyka: pH, zawarto§¢ wegla organicznego, stosunek C/N i granulometria

(w stosownych przypadkach),

— przygotowanie osadu preparowanego: skladniki i charakterystyka (zawarto$¢ wegla organicznego, pH, wilgot-
no$¢ itd. na poczatku badania),

— przygotowanie wody do badania (jesli stosowana jest woda regenerowana) i jej charakterystyka (stezenie
tlenu, pH, przewodno$¢ wlasciwa, twardo$¢ itd. na poczatku badania),

— glebokos¢ warstwy osadu i warstwy wody powyzej,
— objetos¢ warstwy wody powyzej osadu i wody porowej; masa mokrego osadu z wodg porowa i bez niej,
— naczynia do badania (material i wielkos¢),

— metoda wzbogacania osadu: uzyte stgzenia badane, liczba replikatéw i uzyty rozpuszczalnik, jesli go zasto-
SOWano,

— faza stabilizacji i rownowagi ukladu wzbogacony osad-woda: czas trwania i warunki,
— warunki inkubacji: temperatura, cykl i nat¢zenie o$wietlenia, napowietrzanie (czgstotliwo$¢ i natezenie),

— szczegélowe informacje o zywieniu, w tym rodzaj pokarmu, przygotowanie, schemat Zywienia i ilo§¢
pokarmu.

Wyniki

— nominalne stezenia badane, zmierzone stezenia badane i wyniki wszystkich analiz ustalajacych stezenia
substancji badanej w naczyniach do badan,

— jako$¢ wody w naczyniach do badania, tj. pH, temperatura, rozpuszczony tlen, twardo$¢ i zawartos§é
amoniaku,

— uzupelnienie wyparowanej wody do badania, jesli nastapito,
— liczbe wylegnietych meskich i zenskich kuczmandéw na kazde naczynie na kazdy dzien,
— liczba larw, z ktérych nie nie wylegly si¢ kuczmany, na kazde naczynie,

— w stosownych przypadkach, $rednia sucha masa larw na kazde naczynie do badania i na kazde stadium
larwalne,

— odsetek wylegnietych kuczmandw na kazdy replikat i na kazde stezenie substancji badanej (samice i samce
kuczmanéw lacznie),
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— $redni wspdlczynnik rozwoju w pelni wylegnietych kuczmandw na kazdy replikat i wspdlczynnik poddania
dzialaniu substancji badanej (samice i samce kuczmanéw lacznie),

— oszacowania toksycznych punktéw koncowych, np. EC, (i powiazane przedzialy ufnosci), warto$¢ stezenia,
przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOEC), lub najnizsze stgzenie, przy ktérym obserwuje si¢
szkodliwe zmiany (LOEC) oraz metody statystyczne uzyte w celu ich okreslenia,

— omoéwienie wynikow, w tym ewentualny wplyw na wynik badania bedacy skutkiem odstgpstw od niniejszej
metody badawczej.
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Dodatek 1
DEFINICJE

Dla celéw niniejszej metody badawczej stosowane sg nastgpujace definicje:

Osad preparowany lub regenerowany, sztuczny lub syntetyczny, stanowi mieszaning materialéw uzywang do naslado-
wania skladnikéw fizycznych naturalnego osadu.

Warstwa wody powyzej osadu to woda, ktdra zalano osad w naczyniu do badania.
Woda porowa to woda wypelniajaca przestrzen migdzy czastkami osadu i gleby.
Osad wzbogacony to osad, do ktérego dodano substancje badang.

Badana substancja chemiczna: kazda substancja lub mieszanina badana za pomocg niniejszej metody badawczej.
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10.

11.

Dodatek 2

Zalecenia dotyczace hodowli Chironomus riparius

Larwy ochotki (Chironomus) mozna hodowaé w naczyniach krystalizacyjnych lub wigkszych zbiornikach. Na dnie
zbiornika rozprowadza si¢ drobny piasek kwarcowy, tworzac cienkg warstwe grubosci od 5 do 10 mm. Odpo-
wiednim substratem okazala si¢ takze ziemia okrzemkowa (np. Merck, Art 8117), w przypadku ktdrej wystarczajaca
jest ciensza warstwa grubosci najwyzej kilku milimetréw. Nastepnie dodaje si¢ odpowiednig wodg na glebokos¢ kilku
centymetréw. Poziomy wody nalezy uzupelniaé, aby wyréwna¢ strate spowodowang parowaniem i zapobiec wysy-
chaniu. Wod¢ w razie koniecznosci mozna zastgpowaé. Nalezy zapewni delikatne napowietrzanie. Naczynia do
chowu larw nalezy przechowywaé w odpowiedniej klatce, aby zapobiec ucieczce wylggnietych osobnikéw dorostych.
Klatka powinna by¢ na tyle duza, by umozliwi¢ rojenie wylegnietych osobnikéw dorostych, inaczej moze nie dojsé
do kopulacji (co najmniej ok. 30 x 30 x 30 cm).

Klatki powinny by¢ trzymane w temperaturze pokojowej lub w pomieszczeniu o stalych warunkach $rodowiska
w temperaturze 20 + 2 °C z fotoperiodem wynoszacym 16 godzin $wiatla (o nat¢zeniu ok. 1 000 lukséw) i 8 godzin
ciemnosci. Odnotowywano, ze wilgotno$¢ powietrza mniejsza niz 60 % RH moze przeszkodzi¢ rozmnazaniu.

Woda do rozcieficzania

Mozna stosowaé kazdy rodzaj wody naturalnej lub syntetycznej. Powszechnie stosowana jest woda gruntowa,
odchlorowana woda wodociggowa i sztuczne pozywki (np. pozywka Elendta »M4« lub »M7«, zob. takze ponizej).
Woda przed uzyciem powinna by¢ napowietrzona. W miar¢ potrzeby woda do hodowli moze by¢ odnawiana przez
ostrozne odlewanie lub wyplukiwanie zuzytej wody z naczyn hodowlanych bez niszczenia oprzedéw larw.

Karmienie larw

Larwy Chironomus nalezy karmi¢ pokarmem w platkach dla ryb (Tetra Min®, Tetra Phyll® lub innej marki pokarmem
dla ryb) w ilo$ci ok. 250 mg na kazde naczynie na dzief. Mozna go podawal w postaci suchego mielonego proszku
lub jako zawiesing w wodzie: 1 g pokarmu w platkach dodaje si¢ do 20 ml wody do rozcieficzenia i rozdrabnia si¢
do uzyskania jednorodnej mieszanki. Preparat ten mozna stosowa¢ jako pokarm w ilosci ok. 5 ml na kazde naczynie
na dzien (przed uzyciem wstrzasnac). Starsze larwy moga dostawaé go wigcej.

Zywienie dostosowuje sie do jakosci wody. Jesli pozywka do hodowli staje sie metna, nalezy ograniczy¢ karmienie.
Podawanie pokarmu nalezy starannie monitorowa¢. Zbyt mala ilo$¢ pozywienia spowoduje migracje larw w kierunku
stupa wody, a zbyt duza wywola zwigkszona aktywnos¢ drobnoustrojéw i zmniejszone st¢zenie tlenu. Oba rodzaje
warunkow moga spowodowal ograniczenie wspélczynnika wzrostu.

Przy przygotowywaniu nowych naczyii do hodowli mozna tez doda¢ komérki niektérych gatunkéw zielenic (np.
Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris).

Karmienie wylegnietych osobnikéw dorostych

Niektorzy badacze sugeruja, by do karmienia wylegnietych osobnikow dorostych uzywaé tamponu z welny bawel-
nianej nasaczonego nasyconym roztworem sacharozy.

Wyleg osobnikéw dorostych

Przy temperaturze 20 2 °C po ok. 13-15 dniach w naczyniach do hodowli z larw wylegna si¢ osobniki doroste.
Samce latwo zidentyfikowa¢ dzigki pierzastym czutkom.

Pakiety jaj

Po tym, jak osobniki doroste pojawig si¢ w klatce hodowlanej, nalezy trzy razy w tygodniu sprawdzaé we wszystkich
naczyniach do chowu larw, czy nie zostaly zlozone galaretowate pakiety jaj. Jesli tak, nalezy je ostroznie usunaé,
a nastgpnie przenieS¢ do niewielkiego naczynia zawierajacego probke wody uzywanej do hodowli. Pakiety jaj
wykorzystuje si¢ do zapoczatkowania hodowli w nowym naczyniu (np. od 2 do 4 pakietéw jaj na naczynie) lub
do badan toksycznosci.

Larwy w pierwszym stadium larwalnym powinny wylegna¢ si¢ po 2-3 dniach.

Przygotowanie hodowli w nowych naczyniach

Po tym, jak hodowle zostang zalozone, powinno by¢ mozliwe przygotowanie nowej hodowli larw w §wiezym
naczyniu raz na tydzien lub rzadziej, w zaleznosci od wymogdéw badania, przy czym starsze naczynia, po wyleg-
nigciu si¢ w nich dorostych kuczmandw, usuwa si¢. Stosujac ten uklad, uzyskuje si¢ stala podaz dorostych osob-
nikéw przy zminimalizowaniu zarzadzania.
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12.

13.

Przygotowanie roztwordw testowych »M4« i »M7«

Pozywka »M4« zostala opisana przez Elendta (1990). Pozywke »M7« przygotowuje si¢ jak pozywke »M4«, z wyjatkiem
substancji wskazanych w tabeli 1, ktérych stezenie w »M7« jest czterokrotnie mniejsze niz w »M4«. Publikacja na
temat pozywki »M7« znajduje si¢ w przygotowaniu (Elendt, informacje wlasne). Roztwor testowy nie powinien byé
przygotowywany zgodnie z instrukcjami Elendta i Biasa (1990), poniewaz st¢zenia NaSiO; 5 H,0, NaNO;, KH,PO,,
oraz K,HPO, podane dla przygotowania roztworéw podstawowych nie s3 odpowiednie.

Przygotowanie pozywki »M7«

Kazdy roztwér podstawowy (I) przygotowuje si¢ oddzielnie, a z roztworéw podstawowych (I) przygotowuje si¢
faczony roztwor podstawowy (I) (zob. tabela 1). Pigcdziesigt ml taczonego roztworu podstawowego (II) oraz podane
w tabeli 2 iloici kazdego roztworu podstawowego makroskladnika odzywczego dopelnia si¢ do 1 litra woda
dejonizowana, aby przygotowal pozywke »M7«. Roztwér podstawowy witamin przygotowuje si¢ przez dodanie
trzech witamin do wody dejonizowanej, jak wskazano w tabeli 3. Do koncowej pozywki »M7« na krotko przed
uzyciem dodaje si¢ 0,1 ml fgczonego roztworu podstawowego witamin (roztwor podstawowy witamin przechowuje
si¢ zamrozony w malych podwielokrotnosciach.) Pozywka jest napowietrzana i stabilizowana.
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Tabela 1

Roztwory podstawowe pierwiastkéw Sladowych dla pozywek M4 i M7

W celu przygotowania faczonego
llosé (mg) | "OZWo podstawowego (Il): zmieszal | ¢ 1 o stezenia w roztworach
oy podsawone | o 1| e ot oSO
dejomzowﬁlq woda dejonizowana
M4 M7 M4 M7
H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,0 (1) 7210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl () 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl () 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,O () 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 () 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
Cudl, - 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO5 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,0 (1) (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,O(Y) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Te substancje réznig si¢ w przypadku M4 i M7, jak okreslono wyzej.
(*) Roztwory te sg przygotowywane oddzielnie, nastepnie zlewane razem i niezwlocznie autoklawowane.
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Tabela 2

Roztwory podstawowe makroskladnikéw odzywczych w przypadku pozywek M4 i M7

Ilos¢ (ml/l) roztworéw
” . podstawowych Koncowe stezenia (mg/l)
llos¢ (Tgl)‘tdopelglana do makrosktadnikéw odzywezych [ w roztworach testowych
dei tra wocy w celu przygotowania pozywek
jonizowang pozywek M4 i M7
M4 i M7
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,0 246 600 0,5 123,3
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1840 0,1 0,184

Tabela 3

Roztwér podstawowy witamin dla pozywek M4 i M7. Wszystkie trzy roztwory witamin laczy sie, by otrzyma¢
jeden roztwér podstawowy witamin

llos¢ (mlfl) roztworu Koncowe stezenia (mg/l)
llos¢ (mg) dopetniana do podstawowego witamin " gh test 8 h
1 litra woda dejonizowana dodawanego w celu W roz W:;;;Wde: owye
(mg) przygot&v;a?li/l sozywek M4 i M7
Hydrochlorek tiaminy 750 0,1 0,075
Cyjanokobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Biotyna 7,5 0,1 0,00075

BIBLIOGRAFIA
Elendt, B.P. (1990). Selenium Deficiency in Crustacean. Protoplasma 154: 25-33.

Elendt, B.P. i W.-R. Bias (1990). Trace Nutrient Deficiency in Daphnia magna Cultured in Standard Medium for Toxicity
Testing. Effects on the Optimization of Culture Conditions on Life History Parameters of D. magna. Water Research 24 (9):
1157-1167.
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Dodatek 3

PRZYGOTOWANIE OSADU PREPAROWANEGO
Sklad osadu

Skfad osadu preparowanego powinien by¢ nastepujacy:

Sktadnik Wrhasciwosci % suchej
masy osadu
Torf Torf z rozkladu mchu torfowca (Sphagnum), w miar¢ mozliwosci | 4-5
o warto§ci pH réwnej 5,5-6,0, bez widocznych pozostatosci roélin,
drobno zmielony (wielko$¢ czastek < 1 mm), suszony powietrzem
Piasek kwarcowy Wielko$¢ ziaren: > 50 % czastek powinna miesci¢ si¢ w przedziale | 75-76
50-200 pm.
Glinka kaolinowa Zawarto$¢ kaolinitu = 30 % 20
Wegiel organiczny Skorygowana przez dodanie torfu i piasku 2(x0,5
Weglan wapnia CaCOs;, sproszkowany, chemicznie czysty 0,05-0,1
Woda Przewodno$¢ wlasciwa < 10 pS/cm 30-50

Przygotowanie

Torf suszy si¢ powietrzem i mieli na drobny proszek. Zawiesing wymaganej ilosci proszku torfowego w wodzie dejo-
nizowanej przygotowuje sie z uzyciem wysokosprawnego urzadzenia do homogenizacji. Warto$¢ pH zawiesiny koryguje
si¢ z uzyciem CaCO;3 do poziomu 5,5+ 0,5. W celu ustabilizowania pH i komponentu mikrobiologicznego zawiesing
kondycjonuje si¢ przez co najmniej dwa dni w temperaturze 20 + 2 °C, delikatnie ja mieszajgc. Ponownie mierzy si¢ pH,
ktérego warto$¢ powinna wynosi¢ 6,0 £ 0,5. Nastepnie zawiesing torfowa miesza si¢ z innymi sktadnikami (piaskiem
i glinkg kaolinowsq) oraz woda dejonizowang, aby otrzymac jednorodny osad z zawartoscig wody w przedziale 30-50
procent suchej masy osadu. Warto$¢ pH koncowej mieszaniny ponownie mierzy si¢ i koryguje w miare potrzeby za
pomocg CaCO; do poziomu 6,5 do 7,5. Prébki osadu pobiera sig, aby okresli¢ sucha mase i zawarto$¢ wegla organicz-
nego. Nastepnie przed ich wykorzystaniem w badaniu toksycznosci dla ochotkowatych zaleca si¢, by osad preparowany
kondycjonowaé przez siedem dni w tych samych warunkach, jakie panowa¢ bedg nastepnie podczas badania.

Przechowywanie

Suche skladniki do przygotowywania osadu sztucznego moga by¢ przechowywane w suchym i chlodnym miejscu
w temperaturze pokojowej. Nie powinno si¢ przechowywal (mokrego) osadu preparowanego przed jego uzyciem
w badaniu. Osad nalezy wykorzysta¢ natychmiast po 7-dniowym okresie kondycjonowania, koficzacym proces jego
przygotowania.

BIBLIOGRAFIA

Rozdzial C.8 niniejszego zalacznika. Toksyczno$¢ dla dzdzownic.

Meller M, Egeler P, Rombke J, Schallnass H, Nagel R, Streit B (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachlorobenzene
and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39: 10-20.
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Dodatek 4

Wlasciwosci chemiczne dopuszczalnej wody do rozcieficzania

Substancja Stezenia
Czastki stale <20 mg/l
Calkowity wegiel organiczny <2 mgfl
Niezjonizowany amoniak <1 pgfl

Twardo$¢ w przeliczeniu na CaCO;

< 400 mg/l (*)

Chlor resztkowy <10 pg/l
Calkowita zawarto§¢ pestycydéw fosforoorganicznych <50 ngfl
Calkowita zawarto$¢ pestycydéw chloroorganicznych plus polichlorowanych bifenyli <50 ng/l
Calkowity chlor organiczny <25 ngfl

(*) Nalezy jednak pamigtal, Ze jezeli podejrzewa si¢ interakcje miedzy jonami powodujacymi twardo$¢ wody a substancja badang, powinna
by¢ stosowana woda o mniejszej twardosci (a zatem w takim przypadku nie wolno uzywaé pozywki Elendta M4).
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Dodatek 5

Wytyczne dotyczace monitorowania wylegu larw ochotkowatych

Na szklanych zlewkach do badania umieszczono pulapki na wylegnigte kuczmany. Pulapki te potrzebne sg od 20 dnia
badania do zakonczenia badania. Ponizej przedstawiono rysunek przedstawiajacy przykladowsa pulapke:

A
B
c
D
E
/’f_—\\
\5_—_'/
F
—~—
A: siatka nylonowa D: osiatkowane otwory do wymiany wody
B: odwrdcone kubeczki plastikowe E: woda
C: zlewka do badania bez dzidbka F: osad

C.28. BADANIE TOKSYCZNOSCI W UKEADZIE OSAD-WODA NA OCHOTKOWATYCH

Z WYKORZYSTANIEM WZBOGACONE] WODY
WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest rownowazna metodzie opisanej w dotyczacej badan wytycznej OECD nr 219
(OECD TG 219) (2004). Niniejsza metod¢ badawcza zaprojektowano, by oceni¢ skutki przedtuzonego narazenia
na dzialanie chemikaliéw na zyjacych w osadach larw Chironomus sp., nalezacych do rzedu stodkowodnych
muchdwek. Jest ona oparta gléwnie na wytycznych BBA dotyczacych uktadu badawczego osad-woda z uzyciem
sztucznej gleby oraz na scenariuszu narazenia w stupie wody (1). Uwzglednia si¢ w niej réwniez protokoly
badania toksycznosci obowiazujace dla Chironomus riparius i Chironomus tentans, ktore opracowano w Europie
i Ameryce Pln. (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) i potwierdzono w badaniu migdzylaboratoryjnym (1) (6) (9). Mozna
takze wykorzystywa¢ inne dobrze udokumentowane gatunki ochotkowatych, np. Chironomus yoshimatsui (10)
(11).

Scenariusz narazenia stosowany w tej metodzie badawczej polega na wzbogacaniu wody substancjg badana.
Wybér odpowiedniego scenariusza narazenia zalezy od zamierzonego zastosowania badania. Scenariusz nara-
zenia w wodzie, polegajacy na wzbogacaniu stupa wody, stuzy do symulowania znoszenia cieczy roboczej
w przypadku pestycydéw i obejmuje poczatkowy szczyt stezenia w wodzie porowej. Jest on réwniez przydatny
w odniesieniu do innych rodzajéw narazenia (w tym wyciekéw chemicznych), z wyjatkiem proceséw akumulacji
trwajacych dluzej niz okres badania.
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3. Substancje, ktére nalezy przebadal pod katem organizméw zyjacych w osadach, zwykle pozostaja w tym
ukladzie przez dlugi czas. Organizmy zyjace w osadach moga by¢ narazane na dzialanie substancji kilkoma
drogami. Wzgledne znaczenie danej drogi narazenia i czas, jaki jest potrzebny, by przyczynita si¢ ona do
og6lnych skutkéw toksycznych, zalezy od fizykochemicznych whasciwosci danej substancji chemicznej. W przy-
padku substangji silnie adsorbujacych (np. substancji o log K, > 5) lub w przypadku substancji tworzacych
wigzanie kowalencyjne z osadami znaczaca drogg narazenia moze by¢ przyjmowanie zanieczyszczonego
pokarmu. Aby zapobiec niedoszacowaniu toksyczno$ci wysokolipofilowych substancji, mozna rozwazy¢ zasto-
sowanie pokarmu dodawanego do osadu przed wprowadzeniem substancji badanej. Aby uwzgledni¢ wszelkie
mozliwe drogi narazenia, niniejsza metoda badawcza ukierunkowana jest na narazenie dtugoterminowe. Badanie
trwa od 20 do 28 dni w przypadku C. riparius i C. yoshimatsui, a w przypadku C. tentans od 28 do 65 dni. Jesli
do okreslonego celu potrzebne sa dane krétkoterminowe, na przyklad w celu zbadania skutkéw dzialania
substancji niestabilnych, po okresie dziesigciu dni mozna usung¢ dodatkowe replikaty.

4. Mierzone punkty konicowe to catkowita liczba wylegnietych dorostych osobnikéw i czas do wylegu. Jesli
potrzebne sa dodatkowe dane krétkoterminowe, zaleca si¢, by pomiaréw przezycia i wzrostu larw dokonywaé
po okresie dziesigciu dni, korzystajac w stosownych przypadkach z dodatkowych replikatow.

5. Zalecane jest stosowanie osadow preparowanych. Osady preparowane s3 korzystniejsze od osadéw naturalnych
z kilku wzgledow:

— zmienno$¢ eksperymentalna jest ograniczona, poniewaz osad preparowany stanowi odtwarzalng »zestanda-
ryzowang matrycee, tak ze wyeliminowana zostaje potrzeba znalezienia Zrédel niezanieczyszczonego i czys-
tego osadu,

— badania mozna rozpoczaé w kazdej chwili, unikajagc zmiennos$ci sezonowej badanego osadu, i nie jest
konieczna wstepna obrébka osadu w celu usunigcia rodzimej fauny; stosowanie osadu preparowanego
zmniejsza takze koszty zwigzane ze zbieraniem w terenie dostatecznych ilosci osadu na potrzeby rutyno-
wych badan,

— zastosowanie osadu preparowanego umozliwia poréwnanie toksycznosci i stosownag klasyfikacje substancji:
dane dotyczace toksycznosci pochodzace z badan z osadami naturalnymi i sztucznymi byly poréwnywalne
dla kilku substancji chemicznych (2).

6. Definicje s3 zamieszczone w dodatku 1.

ZASADA BADANIA

7. Larwy ochotkowatych w pierwszym stadium larwalnym poddawane sg dzialaniu substancji badanej w réznych
stezeniach w ukladach osad-woda. Badanie rozpoczyna si¢ od umieszczenia larw w pierwszym stadium
larwalnym w zlewkach do badania zawierajacych uklad osad-woda, a nastgpnie wzbogaca si¢ wodg¢ w substancje
badang. Na koricu badania mierzy si¢ wspolezynnik wylegu i rozwoju ochotkowatych. W miare potrzeby
przezycie i masa larw moga by¢ takze mierzone po 10 dniach (z wykorzystaniem w stosownych przypadkach
dodatkowych replikatow). Dane te analizowane sg przy uzyciu modelu regresji w celu oszacowania stezenia,
ktore spowodowatoby zmniejszenie wylegu, przezycia lub wzrostu larw o x % (np. ECy5, EC5 itd.) albo przez
testowanie hipotez statystycznych w celu okreslenia stezenia, przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian
(NOEQ), lub najnizszego stezenia, przy ktorym obserwuje si¢ szkodliwe zmiany (LOEC). To ostatnie wymaga
poréwnania warto$ci zmian z warto$ciami kontrolnymi z uzyciem badan statystycznych.

INFORMACJE NA TEMAT SUBSTANCJI BADANE]

8. Nalezy zna¢ rozpuszczalno$¢ substancji badanej w wodzie, preznos¢ par, podzial substancji w osadzie oraz jej
stabilno$¢ w wodzie i osadzie, uzyskane w wyniku pomiaréw lub obliczen. Powinna by¢ dostgpna wiarygodna
metoda analityczna do oznaczania iloSciowego substancji badanej w osadzie, wodzie porowej i warstwie wody
powyzej osadu ze znang i udokumentowana doktadnoscig oraz granica wykrywalnosci. Uzyteczne informacje
obejmuja wzor strukturalny i czysto$¢ substancji badanej. Do przydatnych informacji naleza takze dane doty-
czgce chemicznych loséw substancji w Srodowisku (np. jej rozpraszanie, rozklad abiotyczny i biotyczny itd.).
Dalsze wskazéwki dotyczace badania substancji o whasnociach fizykochemicznych utrudniajacych ich badanie
podano w pozycji (12) w bibliografii.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

9. Substancje odniesienia moga by¢ okresowo badane dla zagwarantowania, ze protokét i warunki badania sa
rzetelne. Przyklady substancji toksycznych stosowanych z powodzeniem w badaniach migdzylaboratoryjnych
i walidacyjnych: lindan, trifluralina, pentachlorofenol, chlorek kadmu i chlorek potasu (1) (2) (5) (6) (13).

WAZNOSC BADANIA

10. Aby badanie bylo wazne, obowiazuja nastepujace warunki:

— odsetek wylegnigtych osobnikéw dorostych w prébach kontrolnych musi na koricu badania by¢ co najmniej
na poziomie 70 % (1) (6),
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11.

12.

13.

14.

— w naczyniach zawierajacych proby kontrolne wyleg osobnikéw dorostych C. riparius i C. yoshimatsui z larw
powinien nastapi¢ miedzy 12. a 23. dniem od ich wprowadzenia do naczynia; w przypadku C. tentans
niezbedny jest okres od 20 do 65 dni,

— na konicu badania nalezy zmierzy¢é warto$¢ pH oraz stgzenie rozpuszczonego tlenu w kazdym naczyniu.
Stezenie tlenu powinno wynosi¢ co najmniej 60 % warto$ci nasycenia powietrzem (ASV) w wybranej
temperaturze, a wartos¢ pH w warstwie wody powyzej osadu powinna we wszystkich naczyniach uzywa-
nych do badania znajdowac si¢ w przedziale 6-9,

— temperatura wody nie powinna rézni¢ si¢ o wiecej niz * 1,0 °C. Temperatur¢ wody mozna kontrolowaé
przy uzyciu pomieszczenia izotermicznego i w takim przypadku temperatura pomieszczenia powinna byé
potwierdzana w stosownych odstgpach czasowych.

OPIS METODY
Naczynia uzywane do badania

Badanie prowadzone jest w szklanych zlewkach o pojemno$ci 600 ml i $rednicy 8 cm. Inne naczynia takze
moga nadawacl si¢ do badania, powinny jednak zapewnia¢ odpowiednig gleboko$¢ warstwy osadu i warstwy
wody powyzej. Powierzchnia osadu powinna by¢ wystarczajaca, by zapewni¢ od 2 do 3 cm? na larwe. Stosunek
glebokosci warstwy osadu do warstwy wody powyzej powinien wynosi¢ 1:4. Naczynia do badania i inne
przyrzady majace kontakt z ukladem badawczym powinny by¢ w calosci wykonane ze szkla lub innego
chemicznie obojetnego materiatu (np. teflonu).

Wybér gatunkéw

Gatunkiem wykorzystywanym w badaniu powinien by¢ w miare mozliwosci Chironomus riparius. Odpowiedni
jest takze Chironomus tentans, ale jest trudniejszy w hodowli i wymaga dluzszego okresu badania. Mozna takze
korzysta¢ z Chironomus yohimatsui. Szczegély metod hodowli dla Chironomus riparius podano w dodatku 2.
Informacje dotyczace warunkéw hodowli sa takze dostepne dla innych gatunkéw, tj. Chironomus tentans (4)
i Chironomus yoshimatsui (11). Przed przeprowadzeniem badania nalezy potwierdzi¢ identyfikacje gatunkow, ale
nie jest to wymagane przed kazdym badaniem, jesli organizmy pochodza z hodowli wewnatrzlaboratoryjne;.

Osad

W miar¢ mozliwosci nalezy stosowaé osad preparowany (zwany takze osadem regenerowanym, sztucznym lub
syntetycznym). Je$li jednak korzysta si¢ z osadu naturalnego, nalezy go scharakteryzowaé (co najmniej pod
katem pH, zawarto$ci wegla organicznego, zaleca si¢ takze okreSlenie innych parametréw, takich jak stosunek
C|N i granulometria). Osad taki powinien by¢ wolny od zanieczyszczen i innych organizméw, ktére moglyby
konkurowaé z ochotkowatymi lub je zjadaé. Zaleca si¢ takze, by przed jego wykorzystaniem w badaniu
toksycznosci dla ochotkowatych naturalny osad byt przez siedem dni kondycjonowany w tych samych warun-
kach, jakie panowa¢ beda nastgpnie podczas badania. Do wykorzystania w tym badaniu (1) (15) (16) zaleca si¢
nastepujacy osad preparowany oparty na sztucznej glebie stosowanej w metodzie badawczej C.8 (14):

a) torf 4-5 % (w przeliczeniu na sucha masg): warto$¢ pH mozliwie najbardziej zblizona do przedziatu 5,5 do
6,0; wazne jest, by stosowal torf w postaci sproszkowanej, drobno zmielony (wielko$¢ czastek < 1 mm)
i suszony wylacznie powietrzem;

b) glinka kaolinowa 20 % (w przeliczeniu na sucha masg) (zawarto$¢ kaolinitu w miar¢ mozliwosci powyzej
30 %);

) piasek kwarcowy 75-76 % (w przeliczeniu na sucha masg) (powinien przewazaé drobny piasek, w ktérym
ponad 50 % czastek mierzy od 50 do 200 pm);

d) dla uzyskania wilgotnosci koncowej mieszkanki na poziomie od 30-50 % dodaje si¢ wode dejonizowang;

e) w celu skorygowania pH koncowej mieszanki osadu do wartosci 7,0 £ 0,5 dodaje si¢ do niej chemicznie
czysty weglan wapnia (CaCOj5);

f) zawarto$¢ wegla organicznego w koficowej mieszance powinna wynosi¢ 2 % (£ 0,5 %) i nalezy ja skorygowac
przy uzyciu odpowiednich ilodci torfu i piasku, zgodnie z lit. a) i ¢).

Zrédho torfu, glinki kaolinowej i piasku powinno by¢ znane. Skladniki osadu nalezy sprawdzi¢ pod katem
zanieczyszczenia chemicznego (np. metalami cigzkimi, zwigzkami chloroorganicznymi, zwiazkami fosforoorga-
nicznymi itp.). W dodatku 3 podano przykladowy sposéb przygotowania osadu preparowanego. Dopuszczalne
jest takze mieszanie suchych skladnikow, o ile wykaze si¢, Ze po dodaniu warstwy wody powyzej osadu
sktadniki osadu si¢ nie rozdzielajg (np. nie unosza si¢ czastki torfu) oraz ze torf lub osad jest poddawany
dostatecznemu kondycjonowaniu.



L 81/202 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej 19.3.2014

Woda

15. Jako wodg¢ do badania mozna stosowa¢ kazdy rodzaj wody, ktérej charakterystyka zgodna jest z charakterystyka
chemiczng wody nadajacej si¢ do rozcieficzania, jak opisano w dodatkach 2 i 4. Do hodowli ochotkowatych
i do badania moze stuzy¢ kazdy odpowiedni rodzaj wody, np. woda naturalna (powierzchniowa lub gruntowa),
woda regenerowana (zob. dodatek 2) lub odchlorowana woda wodociagowa, pod warunkiem Ze ochotkowate
przezyja w niej przez okres hodowli i badania bez wykazywania oznak stresu. Na poczatku badania warto$¢ pH
wody do badania powinna wynosi¢ od 6 do 9, a twardo$¢ ogétem wody w przeliczeniu na CaCO5 nie powinna
by¢ wyzsza niz 400 mg(l. Jesli jednak podejrzewa si¢, ze mig¢dzy jonami powodujacymi twardo$¢ wody
a substancjg badang dochodzi do interakcji, powinna by¢ stosowana woda o mniejszej twardosci (a zatem
w takim przypadku nie wolno uzywaé pozywki Elendta M4). Przez okres calego badania nalezy stosowac
ten sam rodzaj wody. Cechy jakosci wody, wymienione w dodatku 4, nalezy mierzy¢ co najmniej dwa razy
w roku lub ilekro¢ zachodzi podejrzenie, ze mogly one ulec znacznej zmianie.

Roztwory podstawowe — woda wzbogacana

16. Badane stgzenia oblicza si¢ na podstawie stezent w stupie wody, tj. w warstwie wody powyzej osadu. Roztwory
testowe 0 wybranych stezeniach sa zwykle przygotowywane przez rozcieficzenie roztworu podstawowego.
Zalecane jest przygotowanie roztwordw podstawowych przez rozpuszczenie substancji badanej w pozywece.
W niektorych przypadkach wymagane moze by¢ stosowanie rozpuszczalnikéw lub Srodkéw dyspergujacych
w celu uzyskania odpowiednio stgzonego roztworu podstawowego. Przyktadami odpowiednich rozpuszczal-
nikéw sa aceton, etanol, metanol, eter monoetylowy glikolu etylenowego, eter dimetylowy glikolu etylenowego,
dimetyloformamid i glikol tréjetylenowy. Dopuszczalne Srodki dyspergujace to kremofor RH40, Tween 80,
metyloceluloza 0,01 % i HCO-40. Stezenie Srodka rozpuszczajacego w koficowej pozywcee powinno by¢ mini-
malne (. < 0,1 ml/l) i jednakowe we wszystkich zabiegach. Gdy stosuje si¢ §rodki rozpuszczajace, nie moga one
mie¢ znaczacego wplywu na przezycie ani widocznego szkodliwego dzialania na larwy ochotkowatych, wyka-
zanego w do$wiadczeniu kontrolnym z rozpuszczalnikiem. Nalezy jednak dotozy¢ wszelkich starari, aby unikngé
uzycia takich substancji.

PROJEKT BADANIA

17. Projekt badania obejmuje dobér liczby badanych stezeri i ich zréznicowanie, liczby naczyn zawierajacych dane
stezenie substancji i liczby larw na jedno naczynie. Opisano projekty dotyczace punktowego oszacowania
warto$ci EC, oszacowania wartoSci NOEC i przeprowadzenia badania granicznego. Zaleca si¢ raczej analize
regresji niz podejscie oparte na badaniu hipotez.

Projekt analizy regresyjnej

18. Stezenie efektywne (np. ECys, EC5) i zakres stezeni, powyzej ktdrego skutki dziatania substancji badanej staja sig
przedmiotem zainteresowania, nalezy wyskalowac z zastosowaniem stezeri ujetych w badaniu. Na ogét doktad-
nos¢, a zwlaszcza waznos¢, z jakimi mozna dokonaé oceny stezen efektywnych (EC,), sa wyzsze, gdy stezenie
efektywne miesci si¢ w zakresie badanych stezen. Nalezy unikaé ekstrapolowania wynikéw znacznie ponizej
najnizszego stezenia dajacego wynik dodatni lub powyzej najwyzszego stezenia. Wstepne badanie ustalajace
zakres jest pomocne przy wyborze zakresu stezen do zastosowania (zob. pkt 27).

19. Jedli trzeba oszacowaé EC,, nalezy zbada¢ co najmniej pig¢ stezen i trzy replikaty dla kazdego stezenia.
W kazdym przypadku zaleca si¢ stosowanie dostatecznych stezen substancji badanej, aby umozliwi¢ dobre
oszacowanie parametréw modelu. Wspdtczynnik odstepéw miedzy stezeniami nie powinien by¢ wigkszy niz
dwa (z wyjatkiem przypadkéw, gdy krzywa dawka-odpowiedZ ma lagodny przebieg). Liczba replikatow przy
kazdym podaniu dawki substancji badanej moze by¢ zmniejszona, jesli zwigkszy si¢ liczbe stezen substancji
badanej dajacych rézne odpowiedzi. Zwigkszenie liczby replikatow lub zmniejszenie wielkosci odstepéw miedzy
badanymi stezeniami zwykle prowadzi do zwezenia przedzialéw ufnosci dla danego badania. Jesli celem jest
oszacowanie przezycia i wzrostu larw w okresie 10 dni, wymagane sg dodatkowe replikaty.

Projekt dotyczgcy oszacowania NOEC/LOEC

20. Jesli celem jest oszacowanie wartosci LOEC/NOEC, nalezy zastosowal pig stezen substancji badanej z co
najmniej czterema replikatami, a wspélczynnik odstepéw miedzy stezeniami nie powinien by¢ wigkszy niz
dwa. Liczba replikatéw powinna by¢ na tyle duza, by zapewni¢ odpowiednig moc statystyczng dla wykrycia
20 % réznicy z proba kontrolng przy istotnodci wynoszacej 5% (p = 0,05). W przypadku wspdlczynnika
rozwoju zwykle stosowna jest analiza wariancji (ANOVA), np. badanie Dunnetta i badanie Williamsa (17)
(18) (19) (20). W przypadku wspotczynnika wylegu mozna stosowac test Cochrana-Armitage’a, test dokladny
Fishera (z korekta Bonferroniego) lub test Mantela-Haenszela.

Badanie graniczne

21. Je$li we wstepnym badaniu ustalajgcym zakres nie zaobserwowano zadnych zmian, mozna przeprowadzié
badanie graniczne (jedno st¢zenie badane i jedna proba kontrolna). Celem badania granicznego jest pokazanie,
ze toksyczno$¢ substancji badanej jest wigksza niz zbadane st¢zenie graniczne. W ramach niniejszej metody
badawczej nie mozna zaproponowaé zalecanego st¢zenia; kwestie t¢ pozostawia si¢ uznaniu organdéw regula-
cyjnych. Zazwyczaj koniecznych jest co najmniej 6 replikatéw zaréwno dla préby poddawanej dziataniu
substandji, jak i dla proby kontrolnej. Nalezy wykaza¢ odpowiednia moc statystyczng, ktora pozwala wykry¢
20 % roéznicg w poréwnaniu z préba kontrolna przy 5 % poziomie istotnosci (p = 0,05). Przy odpowiedzi
metrycznej (wspSlezynnik rozwoju i masa) odpowiednia metoda statystyczng jest test t-Studenta, jesli dane
spelniajg warunki tego testu (normalno$¢ rozkladu zmiennych, jednorodno$¢ wariangji). Jesli te warunki nie
sa spelnione, mozna zastosowal test t-Studenta dla nieréwnych wariancji lub test nieparametryczny, np. test
Manna-Whitneya-Wilcoxona. W przypadku wspdlczynnika wylegu odpowiedni jest test dokladny Fishera.
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PROCEDURA
Warunki narazenia na dzialanie substancji
Przygotowanie uktadu woda wzbogacona-osad

Do naczyri do badania dodaje si¢ odpowiednie ilosci preparowanego osadu (zob. pkt 13-14 oraz dodatek 3),
aby powstala warstwa o grubosci co najmniej 1,5 cm. Wode dodaje si¢ do glebokosci 6 cm (zob. pkt 15).
Stosunek glebokosci warstwy osadu do warstwy wody nie powinien przekraczaé 1:4, a warstwa osadu nie
powinna by¢ wyzsza niz 3 cm. Przed dodaniem organizméw badanych uklad osad-woda nalezy delikatnie
napowietrzaé przez siedem dni (zob. pkt 14 oraz dodatek 3). Podczas dodawania badanej wody do stupa
wody nad osadem, aby unikna¢ oddzielenia sktadnikéw osadu i ponownego zawieszenia w wodzie drobnoziar-
nistego materiatu, osad na czas zalewania mozna nakry¢ plastikowym krazkiem, a krazek nastgpnie od razu
usunaé. Wlasciwe moze by¢ takze zastosowanie innych przyrzadow.

Naczynia do badania powinny by¢ przykryte (np. szklanymi plytkami). W razie koniecznoéci w czasie badania
poziom wody uzupelnia si¢ do pierwotnej objgtosci, aby wyréwnaé brak spowodowany jej parowaniem. Nalezy
w tym celu uzywaé wody destylowanej lub dejonizowanej, aby zapobiec odkladaniu si¢ soli.

Dodanie organizméw badanych

Na cztery-pie¢ dni przed umieszczeniem organizméw badanych w naczyniach uzywanych do badania pakiety jaj
nalezy wyja¢ z hodowli i umiesci¢ w matych naczyniach w pozywce hodowlanej. Mozna w tym celu zastosowaé
pozywke wykorzystywang w hodowli podstawowej lub pozywke $wiezo przygotowana. Jesli stosowana jest ta
ostatnia, do pozywki hodowlanej nalezy doda¢ niewielka ilos¢ pokarmu, np. zielenice lub kilka kropel filtratu
z drobno zmielonej zawiesiny pokarmu w platkach dla ryb (zob. dodatek 2). Nalezy korzysta¢ wylacznie ze
$wiezo zlozonych pakietéw jaj. Wyleg larw zaczyna si¢ przewaznie kilka dni po zlozeniu pakietow jaj (2 do 3
dni w przypadku Chironomus riparius w temperaturze 20 °C oraz 1 do 4 dni w przypadku Chironomus tentans
w temperaturze 23 °C i Chironomus yoshimatsui w temperaturze 25 °C), a wzrost larw nastgpuje w czterech
stadiach larwalnych, przy czym kazde z nich trwa od 4 do 8 dni. Do badania nalezy stosowacé larwy w pierw-
szym stadium larwalnym (2-3 lub 1-4 dni po wylegu). Stadium larwalne kuczmanéw mozna sprawdzié,
stosujac pomiar szerokoSci puszki glowowej (6).

Dwadziescia larw w pierwszym stadium larwalnym przydziela si¢ losowo do kazdego naczynia do§wiadczalnego
zawierajacego osad wzbogacony i wodg przy uzyciu tgpo zakonczonej pipety. Po wprowadzeniu larw do naczyn
nalezy zatrzyma¢ napowietrzanie wody i nie uruchamiaé go przez dobg po ich wprowadzeniu (zob. pkt 24
i 32). Zgodnie z zastosowanym projektem badania (zob. pkt 19 i 20) w celu oszacowania punktowego EC
nalezy zastosowaé co najmniej 60 larw na stezenie, a w celu oznaczenia wartosci NOEC — 80 larw.

Dwadziescia cztery godziny po dodaniu larw stup wody powyzej osadu wzbogacany jest w substancj¢ badang
i ponownie zapewniane jest delikatne napowietrzanie. Male iloSci roztworéw substancji badanej wprowadza si¢
pod powierzchni¢ wody za pomoca pipety. Wod¢ powyzej osadu nalezy nastgpnie ostroznie zamieszaé, tak aby
go nie poruszyc.

Badane stgzenia

Badanie ustalajace zakres moze by¢ przydatne do okreSlenia zakresu stgzen dla ostatecznego badania. W tym
celu stosuje si¢ szereg roztworéw o znacznie réznigcych sie od siebie stezeniach substancji badanej. Aby
zapewni¢ te samg gesto$¢ powierzchni na ochotkowate, co stosowana w ostatecznym badaniu, ochotkowate
poddaje si¢ narazeniu na kazde stezenie substancji badanej przez okres pozwalajacy oszacowaé odpowiednie jej
stezenie badane i nie wymagane s3 replikaty.

Decyzje dotyczace stezen substancji badanej w ostatecznym badaniu podejmuje si¢ w oparciu o wynik badania
ustalajacego zakres. Jak opisano w pkt 18 do 20, nalezy zastosowaé i wybraé co najmniej pigé stezen.

Préby kontrolne

Naczynia zawierajgce proby kontrolne bez substancji badanej, ale zawierajace osad, powinny by¢ uwzglednione
w badaniu z odpowiednig liczbg replikatéw (zob. pkt 19 i 20). Jesli do wprowadzenia substancji badanej zostal
uzyty rozpuszczalnik (zob. pkt 16), nalezy doda¢ prébe kontrolng zawierajaca osad z rozpuszczalnikiem.

Uklad badawczy

Stosowane sg ukfady statyczne. W wyjatkowych przypadkach, na przyklad gdy okreslone w specyfikacjach cechy
jakodci wody stana si¢ nieodpowiednie dla organizmu badanego lub narusza réwnowage chemiczng (np.
poziomy rozpuszczonego tlenu spadna zbyt nisko, stezenie produktéw wydalania za bardzo wzro$nie lub
nastapi uwalnianie mineraléw z osadu, ktére wplynie na warto$¢ pH lub twardo$¢ wody), mozna stosowaé
uklady pélstatyczne lub przeptywowe z okresowym lub stalym odnawianiem wody powyzej osadu. Inne metody
poprawy jakosci wody powyzej osadu, np. napowietrzanie, zwykle jednak wystarczaja i nalezy w miar¢ mozli-
wosci z nich korzystac.
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Pokarm

Larwy trzeba karmi¢, w miar¢ mozliwosci codziennie lub co najmniej trzy razy w tygodniu. Odpowiedni do
karmienia mlodych larw przez pierwsze 10 dni wydaje si¢ pokarm dla ryb (zawiesina w wodzie lub drobno
zmielony pokarm, np. TetraMin lub TetraPhyll, zob. szczegélowe informacje w dodatku 2) w ilosci
0,25-0,5 mg (0,35-0,5 mg w przypadku C. yoshimatsui) na larwe dziennie. Starsze larwy moga potrzebowal
nieco wigcej pokarmu: 0,5-1 mg na larwe na dzien powinno by¢ wystarczajacg ilocig przez pozostaly czesé
badania. Jesli obserwuje si¢ wzrost grzybéw lub $miertelno$¢ w prébach kontrolnych, nalezy wéwczas we
wszystkich prébach kontrolnych i do$wiadczalnych ograniczy¢ i kontrolowaé racje zywieniowe. Jesli nie
mozna powstrzymac rozwoju grzybéw, nalezy powtdrzy¢ badanie. Przy badaniu substangji silnie adsorbujacych
(np. o log K,,, >5) lub w przypadku substancji tworzacych wigzanie kowalencyjne z osadem ilo§¢ pokarmu
niezbedng do zapewnienia przezycia i naturalnego wzrostu organizméw mozna doda¢ do osadu preparowanego
przed okresem stabilizacji. W tym celu zamiast pokarmu dla ryb nalezy stosowaé surowiec roslinny, np. dodatek
0,5 % (w przeliczeniu na suchg masg¢) drobno zmielonych lisci np. pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica), morwy
bialej (Morus alba), koniczyny bialej (Trifolium repens), szpinaku (Spinacia oleraces), mozna tez uzy¢ innego
surowca roélinnego (produktu Cerophyl lub alfa-celulozy).

Warunki inkubacji

W miar¢ mozliwosci w ciagu 24 godzin od wprowadzenia larw nalezy zapewni¢ delikatne napowietrzanie
warstwy wody powyzej osadu w naczyniach do badania, a nastgpnie kontynuowa¢ je przez caly okres badania
(nalezy dopilnowad, by stezenie rozpuszczonego tlenu nie spadlo ponizej 60 % ASV). Napowietrzanie prowa-
dzone jest z uzyciem szklanej pipety Pasteura przytwierdzonej 2-3 cm nad warstwa osadu (tj. w ilosci jednego
lub kilku babli powietrza/sek.). Przy badaniu lotnych chemikaliéw mozna rozwazy¢ nienapowietrzanie uktadu
osad-woda.

Badanie przeprowadza si¢ w stalej temperaturze 20 °C (¢ 2 °C). Zalecane temperatury w przypadku C. tentans
i C. yoshimatsui to odpowiednio 23 °C i 25 °C (¢ 2 °C). Stosuje si¢ 16-godzinny fotoperiod, a natgZenie $wiatta
powinno wynosi¢ od 500 do 1000 lukséw.

Czas trwania naraZenia

Czas trwania narazenia rozpoczyna si¢ od wprowadzenia larw do naczyn z proba wzbogacong i naczyf
zawierajacych proby kontrolne. Maksymalny czas trwania narazenia wynosi 28 dni w przypadku C. riparius
i C. yoshimatsui, a w przypadku C. tentans 65 dni. Jesli kuczmany wylegna si¢ wcze$niej, badanie mozna
zakonficzy¢ po co najmniej pigciu dniach od wylegu ostatniego dorostego osobnika w prébie kontrolne;.

OBSERWACJE
Wyleg osobnikéw dorostych

Nalezy okresli¢ czas rozwoju i catkowitg liczbe w pelni wylegnietych samc6éw i samic kuczmanéw. Samce fatwo
zidentyfikowaé dzigki ich pierzastym czutkom.

Naczynia do badania nalezy obserwowaé co najmniej trzy razy w tygodniu w celu wzrokowej oceny ewentual-
nego nieprawidtowego zachowania (np. porzucanie osadu, nietypowy sposob plywania) w poréwnaniu z proba
kontrolng. W okresie spodziewanego wylegu kuczmanéw konieczne jest codzienne ich zliczanie. Ple¢ i liczbe
w pelni wylegnietych kuczmandw nalezy zapisywaé codziennie. Po identyfikacji kuczmany usuwane sg z naczyn.
Pakiety jaj zlozone przed zakonczeniem badania nalezy odnotowal, a nastgpnie usungé, by zapobiec ponow-
nemu wprowadzeniu larw do osadu. Nalezy takze odnotowaé liczbe widocznych poczwarek, z ktorych nie
wylegly si¢ kuczmany. Wytyczne dotyczace pomiaru wylegu zawarte s3 w dodatku 5.

Wzrost i przezycie

Jesli majg by¢ dostarczone dane dotyczace 10-dniowego przezycia i wzrostu larw, nalezy na poczatku wlaczy¢
do badania dodatkowe naczynia, by mogly by¢ w tym celu wykorzystane. Aby zebra¢ larwy, osad z tych
dodatkowych naczyn nalezy przesiaé, uzywajac sita 250 pm. Kryteriami zgonu sg nieruchomos$¢ lub brak reakcji
na bodziec mechaniczny. Larwy nieodzyskane nalezy takze liczy¢ jako martwe (larwy, ktére padly na poczatku
badania, mogly zosta¢ roztozone przez drobnoustroje). Nalezy okresli¢ sucha mas¢ (bez popiotu) larw pozos-
talych przy zyciu na kazde naczynie do badania i obliczy¢ $rednia sucha mase pojedynczej larwy na kazde
naczynie. Przydatne jest okreslenie, w ktérym stadium larwalnym znajduja si¢ larwy pozostale przy zyciu; w tym
celu mozna stosowal pomiar puszki glowowej kazdego osobnika.

Pomiary analityczne
Stezenie substancji badanej

Na poczatku i na koficu badania trzeba przeanalizowaé co najmniej probki wody z warstwy powyzej osadu,
wody porowej i osadu (najlepiej godzing po wprowadzeniu substancji badanej), przy najwyzszym stezeniu i przy
nizszym stezeniu. Takie oznaczenie steZenia substancji badanej daje wiedz¢ na temat zachowania/podziatu
substancji badanej w ukladzie woda-osad. Pobieranie probek osadu na poczatku badania moze wplywaé na
uklad badawczy (np. poprzez usunigcie badanych larw), a zatem do wykonywania oznaczef analitycznych na
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poczatku i w trakcie badania nalezy w stosownych przypadkach uzywaé dodatkowych naczyn do badania (zob.
pkt 39). Pomiary osadu moga nie by¢ konieczne, jesli podzial substancji badanej miedzy woda i osadem zostat
wyraznie okre$lony w badaniu wody/osadu w poréwnywalnych warunkach (np. stosunek osadu do wody, rodzaj
zastosowania, zawarto$¢ wegla organicznego w osadzie).

Gdy dokonuje si¢ pomiaréw posrednich (np. w 7. dniu) lub jesli do analizy potrzeba duzych probek, ktérych nie
mozna pobraé z naczyn do badania bez wplywania na ukfad badawczy, nalezy dokona¢ oznaczen analitycznych
na prébkach pochodzacych z dodatkowych naczyrii do badania przygotowanych w ten sam sposéb (zawiera-
jacych takze organizmy badane), ale nie wykorzystywanych do obserwacji biologicznych.

Aby oddzieli¢ wodg porows, zaleca si¢ odwirowanie osadu np. przy 10 000 g w temp. 4 °C przez 30 min. Jesli
jednak substancja badana nie adsorbuje si¢ na filtrze, dopuszczalna jest tez filtracja. W niektérych przypadkach
zanalizowanie stezen w wodzie porowej moze nie by¢ mozliwe, poniewaz wielko$¢ prébki jest zbyt mata.

Parametry fizykochemiczne

Warto$¢ pH, stezenie rozpuszczonego tlenu w wodzie do badania i temperatura w naczyniach do badania
powinny by¢ odpowiednio mierzone (zob. pkt 10). Twardo$¢ i zawarto$¢ amoniaku nalezy zmierzy¢ w prébach
kontrolnych i w jednym naczyniu do badania przy najwyzszym stezeniu na poczatku i na koncu badania.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Opracowanie wynikéw

Celem badania jest okreSlenie wplywu substancji badanej na wspétczynnik rozwoju i catkowita liczbe w pelni
wylegnietych samic i samcow kuczmanéw lub, w przypadku badan 10-dniowych, skutkéw dla przezycia i masy
larw. Jesli nie ma wskazan dotyczacych statystycznie istotnych réznic we wrazliwosci osobnikéw kazdej plci,
wyniki dotyczace osobnikéw meskich i zeriskich moga zostaé potaczone do celéw analizy statystycznej. Roznice
we wrazliwo$ci migdzy plciami mozna oszacowal statystycznie z wykorzystaniem np. tablicy rozkladu chi-
kwadrat x>-r x 2. W razie koniecznosci przezycie larw i srednig suchg mase larwy na naczynie nalezy okresli¢ po
10 dniach.

Wartoéci stezen powodujgce zmiany, wyrazone jako stezenia w wodzie powyzej osadu, nalezy obliczy¢ w miarg
mozliwosci w oparciu o zmierzone stgzenia na poczatku badania (zob. pkt 38).

Aby obliczy¢ oszacowanie punktowe dla ECs i innych EC,, jako prawdziwe replikaty mozna wykorzystywac
dane statystyczne dotyczace poszczegdlnych naczyn. Przy wyliczaniu przedzialu ufnosci dla EC, nalezy
uwzgledni¢ zmienno$¢ miedzy naczyniami lub nalezy wykazaé, ze zmienno$¢ ta jest tak niewielka, ze mozna
ja poming¢. Jezeli model zostal dopasowany przy uzyciu metody najmniejszych kwadratéw, do danych staty-
stycznych dotyczacych poszczegdlnych naczyn nalezy zastosowal przeksztalcenie, aby poprawi¢ jednorodno$é
wariancji. Warto$ci EC, nalezy jednak liczy¢ po przeksztalceniu odpowiedzi z powrotem do wartosci pierwotnej.

W przypadku gdy analiza statystyczna ma na celu okreslenie wartosci NOEC/LOEC przez zastosowanie badania
hipotezy statystycznej, nalezy wzigé pod uwage zmienno$¢ miedzy naczyniami, np. przez zastosowanie zagniez-
dzonej analizy wariancji. Ewentualnie w przypadkach, w ktérych wystepuja naruszenia zwyklych zalozen analizy
wariancji, odpowiednie moga by¢ bardziej odporne testy (21).

Wspdtczynnik wylegu

W przypadku gdy oczekuje si¢ monotonicznej zaleznosci dawka-odpowiedz, a dane te s spéjne z tym ocze-
kiwaniem, wspétczynniki wylegu, ktére sa danymi dwuwarto$ciowymi, mozna zanalizowaé z uzyciem testu
Cochrana-Armitage’a stosowanego na zasadzie krokowej wstecznej. W innym przypadku mozna zastosowac test
doktadny Fishera lub test Mantela-Haenszela z granicznym poziomem istotno$ci skorygowanym metoda Bonfer-
roniego-Holma. Jesli s3 dowody na wigksza zmienno$¢ miedzy replikatami w ramach tego samego stgzenia niz
wskazywalby na to rozklad dwumianowy (co okresla si¢ czgsto jako zmienno$¢ wigksza niz zmienno$¢ w rozkla-
dzie dwumianowym), wowczas nalezy zastosowa¢ odporny test Cochrana-Armitage’a lub test dokladny Fishera,
tak jak proponuje si¢ w pozycji (21) w bibliografii.

Suma kuczmandéw wylegnigtych na kazde naczynie, n,, jest okreslana i dzielona przez liczbe wprowadzonych
larw, n,:

Me
ER = —
nﬂ
gdzie:
ER = wspdlezynnik wylegu,
n, = liczba wylegnigtych kuczmandéw na kazde naczynie,
n, = liczba wprowadzonych larw na kazde naczynie.
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48. Najwlasciwszg alternatywa w przypadku duzych prébek, w ktdrych wystepuje wariancja wigksza niz wariancja
w rozkladzie dwumianowym, jest traktowanie wspélczynnika wylegu jako odpowiedzi ciaglej i stosowanie
takich procedur jak test Williamsa, gdy oczekuje si¢ monotonicznej zalezno$ci dawka-odpowiedz i oczekiwanie
to jest zgodne z danymi dotyczacymi wspélczynnika wylegu. Jesli zatozenie dotyczace monotonicznosci nie jest
spetnione, odpowiedni bylby test Dunnetta. Uznaje si¢, ze probka jest duza, gdy zaréwno liczba wylegnigtych
kuczmanoéw, jak i liczba larw, z ktdrych si¢ one nie wylegly, przekracza pigé na kazde naczynie stanowiace
replikat.

49. Aby zastosowa¢ metody analizy wariancji, wartoSci wspdlczynnika wylegu nalezy najpierw przeksztalcié,
stosujac przeksztalcenie pierwiastkowe i arcsin lub przeksztalcenie Freemana-Tukeya w celu otrzymania przy-
blizonego normalnego rozkladu i wyréwnania wariancji. Przy uzyciu czestosci bezwzglednej mozna zastosowaé
test Cochrana-Armitage’a, test dokladny Fishera (z korekta Bonferroniego) lub test Mantela-Haenszela. Prze-
ksztalcenie pierwiastkowe i arcsin stosuje si¢ przez wyznaczenie funkcji odwrotnej wzgledem sinusa (sin”)
pierwiastka wspdlczynnika wylegu.

50. W przypadku wspdlczynnikéw wylegu wartosci EC, oblicza si¢, stosujac analiz¢ regresji (lub np. analize
probitowa (22), logitowa, analiz¢ Weibulla, odpowiednie oprogramowanie komercyjne itd.).Jesli analiza regresji
zawodzi (np. w przypadku gdy wystepuja mniej niz dwie czeSciowe odpowiedzi), stosuje si¢ inne metody
nieparametryczne, takie jak $rednia kroczaca lub prosta interpolacja.

Wspdtczynnik rozwoju

51. Srednia czasu rozwoju to $redni czas od wprowadzenia larw (dziei 0 badania) do wylegu kuczmanéw tworza-
cych kohorte badang (w celu policzenia rzeczywistego czasu rozwoju nalezy uwzgledni¢ wiek larw w chwili
wprowadzenia). Wspolezynnik rozwoju stanowi odwrotnos¢ czasu rozwoju (jednostka: 1/dzierl) i przedstawia te
czg$¢ rozwoju larwy, ktéra nastepuje kazdego dnia. Do celéw oceny omawianych badani dotyczacych toksycz-
noéci w osadzie preferowany jest wspolczynnik rozwoju, jako ze jego wariancja jest mniejsza, jest bardziej
jednorodny i blizszy normalnemu rozkladowi w poréwnaniu z czasem rozwoju. Dlatego silne metody para-
metryczne badania stosowa¢ mozna raczej w odniesieniu do wspdlczynnika rozwoju niz do czasu rozwoju. Dla
wspolczynnika rozwoju jako odpowiedzi ciaglej mozna szacowac wartosci EC,, stosujac analize regresji (zob. np.
(23) (24).

52. Do celéw ponizszych badan statystycznych przyjmuje sig, ze liczba kuczmanéw zaobserwowanych w dniu
kontroli x wylegla si¢ w $redniej arytmetycznej odstepu czasu miedzy dniem x a dniem x-l (1 = dlugosé
odstepu czasowego miedzy kontrolami, zwykle 1 dzief). Srednia arytmetyczna wspétczynnika rozwoju na
kazde naczynie (x) liczona jest wedlug nastepujgcego wzoru:

m
- "
. Zf..
i=1 1,

gdzie:

=l

$rednia arytmetyczna wspélczynnika rozwoju na kazde naczynie,

i wskaznik odstepu czasowego miedzy kontrolami,

m:  maksymalna liczba odstepéw czasowych miedzy kontrolami,

fir liczba kuczmanéw wylegnigtych w odstepie czasowym migdzy kontrolami i,
.. catkowita liczba kuczmanéw wylegnigtych na koniec do$wiadczenia, (= Y fi)

x;  wsp6lczynnik rozwoju kuczmanéw wylegnietych w odstepie czasowym migdzy kontrolami i.

Xj = 1/(dayi 7151)

gdzie:
day;: dzien kontroli (dni od wprowadzenia),

I dlugo$¢ odstepu czasowego miedzy kontrolami i (w dniach, zwykle 1 dzien).
Sprawozdanie z badania
53. Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ co najmniej nastgpujace informacje:

Substancja badana

— cechy fizyczne i w stosownych przypadkach wiasciwosci fizykochemiczne (rozpuszczalno$é w wodzie,
prezno$¢ par, wspolezynnik podziatu w glebie (lub w osadzie, jedli jest dostepny), stabilnos¢ w wodzie itd.),

— dane identyfikacyjne substancji chemicznej (nazwa zwyczajowa, nazwa chemiczna, numer CAS, wzor struk-
turalny), w tym czysto$¢ i metoda analityczna oznaczania iloSciowego substancji badane;.
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Badany gatunek

— zwierzeta wykorzystane w badaniu: gatunek, nazwa naukowa, zrédto organizméw i warunki hodowli,
— informacje dotyczace postgpowania z pakietami jaj i larwami,

— wiek zwierzat badanych w chwili umieszczenia w naczyniu do badania.

Warunki badania

— uzyty osad, tj. osad naturalny lub preparowany,

— w przypadku osadu naturalnego — lokalizacja i opis miejsca pobrania probki osadu, w tym, jesli to mozliwe,

historia zanieczyszczenia; charakterystyka: pH, zawarto$¢ wegla organicznego, stosunek C/N i granulometria
(w stosownych przypadkach),

— przygotowanie osadu preparowanego: skladniki i charakterystyka (zawarto§¢ wegla organicznego, pH, wilgot-

nos¢ itd. na poczgtku badania),

przygotowanie wody do badania (jesli stosowana jest woda regenerowana) i jej charakterystyka (st¢zenie
tlenu, pH, przewodno$¢ wlasciwa, twardo$¢ itd. na poczatku badania),

glebokos¢ warstwy osadu i warstwy wody powyzej,

objetos¢ warstwy wody powyzej osadu i wody porowej; masa mokrego osadu z wodg porowa i bez niej,
naczynia do badania (material i wielkosc),

metody przygotowania roztworu podstawowego i badanych stezen,

wprowadzenie substancji badanej: uzyte stezeni, liczba replikatéw i uzyty rozpuszczalnik, jesli go zastoso-
wano,

warunki inkubacji: temperatura, cykl i nat¢zenie o$wietlenia, napowietrzanie (czgstotliwos¢ i natgzenie),

szczegotowe informacje o zywieniu, w tym rodzaj pokarmu, przygotowanie, schemat zywienia i ilo§¢
pokarmu.

Wyniki

nominalne stezenia badane, zmierzone stezenia badane i wyniki wszystkich analiz ustalajgcych stezenia
substancji badanej w naczyniach do badan,

— jako$¢ wody w naczyniach do badania, tj. pH, temperatura, rozpuszczony tlen, twardo$¢ i zawarto$¢

amoniaku,

uzupelnienie wyparowanej wody do badania, jesli nastapito,

liczbe wylegnigtych meskich i zefiskich kuczmanéw na kazde naczynie na kazdy dzien,
liczba larw, z ktérych nie wylegly si¢ kuczmany, na kazde naczynie,

w stosownych przypadkach $rednia sucha masa larw na kazde naczynie do badania i na kazde stadium
larwalne,

odsetek wylegnietych kuczmanéw na kazdy replikat i na kazde stezenie substancji badanej (samice i samce
kuczmandéw lacznie),

$redni wspélczynnik rozwoju w pelni wylegnigtych kuczmanéw na kazdy replikat i wspdlczynnik poddania
dzialaniu substancji badanej (samice i samce kuczmanéw lacznie),

oszacowania toksycznych punktéw koncowych, np. EC, (i powiazane przedzialy ufnosci), warto$¢ stezenia,
przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOEC), lub najnizsze stezenie, przy ktérym obserwuje sie
szkodliwe zmiany (LOEC) oraz metody statystyczne uzyte w celu ich okreslenia,

omdéwienie wynikéw, w tym ewentualny wplyw na wynik badania bedacy skutkiem odstgpstw od niniejszej
metody badawczej.
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Dodatek 1

DEFINICJE
Dla celéw niniejszej metody badawczej stosowane sg nastgpujace definicje:

Osad preparowany lub regenerowany, sztuczny lub syntetyczny stanowi mieszaning materialéw uzywana do naslado-
wania skladnikéw fizycznych naturalnego osadu.

Warstwa wody powyzej osadu to woda, ktéra zalano osad w naczyniu do badania.
Woda porowa to woda wypelniajaca przestrzefi migdzy czastkami osadu i gleby.
Woda wzbogacona to woda do badania, do ktorej dodano substancje badana.

Badana substancja chemiczna: kazda substancja lub mieszanina badana za pomoca niniejszej metody badawczej.
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10.

11.

Dodatek 2

Zalecenia dotyczace hodowli Chironomus riparius

. Larwy ochotki (Chironomus) mozna hodowa¢ w naczyniach krystalizacyjnych lub wigkszych zbiornikach. Na dnie

zbiornika rozprowadza si¢ drobny piasek kwarcowy, tworzac cienkg warstwe grubosci od 5 do 10 mm. Odpo-
wiednim substratem okazala si¢ takze ziemia okrzemkowa (np. Merck, Art 8117), w przypadku ktérej wystarczajgca
jest ciensza warstwa grubosci najwyzej kilku milimetréw. Nastepnie dodaje si¢ odpowiednig wodg na glebokos¢ kilku
centymetrow. Poziomy wody nalezy uzupelnia¢, aby wyréwna¢ strate spowodowang parowaniem i zapobiec wysy-
chaniu. Wode w razie koniecznosci mozna zastgpowal. Nalezy zapewni¢ delikatne napowietrzanie. Naczynia do
chowu larw nalezy przechowywa¢ w odpowiedniej klatce, aby zapobiec ucieczce wylegnietych osobnikéw dorostych.
Klatka powinna by¢ na tyle duza, by umozliwi¢ rojenie wylegnietych osobnikéw doroslych, inaczej moze nie dojsé
do kopulacji (co najmniej ok. 30 x 30 x 30 cm).

. Klatki powinny by¢ trzymane w temperaturze pokojowej lub w pomieszczeniu o stalych warunkach $rodowiska

w temperaturze 20 * 2 °C z fotoperiodem wynoszacym 16 godzin $wiatla (o natezeniu ok. 1 000 lukséw) i 8 godzin
ciemnosci. Odnotowywano, ze wilgotno$¢ powietrza mniejsza niz 60 % RH moze przeszkodzi¢ rozmnazaniu.

Woda do rozcieficzania

. Mozna stosowaé kazdy rodzaj wody naturalnej lub syntetycznej. Powszechnie stosowana jest woda gruntowa,

odchlorowana woda wodociagowa i sztuczne pozywki (np. pozywka Elendta »M4« lub »M7¢, zob. takze ponizej).
Woda przed uzyciem powinna by¢ napowietrzona. W miarg potrzeby woda do hodowli moze by¢ odnawiana przez
ostrozne odlewanie lub wyptukiwanie zuzytej wody z naczyfn hodowlanych bez niszczenia oprzedéw larw.

Karmienie larw

. Larwy Chironomus nalezy karmi¢ pokarmem w platkach dla ryb (Tetra Min®, Tetra Phyll® lub innej marki pokarmem

dla ryb) w ilosci ok. 250 mg na kazde naczynie na dziel. Mozna go podawa¢ w postaci suchego mielonego proszku
lub jako zawiesing w wodzie: 1 g pokarmu w platkach dodaje si¢ do 20 ml wody do rozciefczenia i rozdrabnia si¢
do uzyskania jednorodnej mieszanki. Preparat ten mozna stosowac jako pokarm w ilosci ok. 5 ml na kazde naczynie
na dzien (przed uzyciem wstrzasngc). Starsze larwy moga dostawal go wigcej.

. Zywienie dostosowuje sie do jakoéci wody. Jesli pozywka do hodowli staje si¢ metna, nalezy ograniczy¢ karmienie.

Podawanie pokarmu nalezy starannie monitorowaé. Zbyt mata ilo§¢ pozywienia spowoduje migracj¢ larw w kierunku
stupa wody, a zbyt duza wywola zwigkszong aktywnos¢ drobnoustrojow i zmniejszone stezenie tlenu. Oba rodzaje
warunkow moga spowodowal ograniczenie wsp6lczynnika wzrostu.

. Przy przygotowywaniu nowych naczyn do hodowli mozna tez doda¢ komérki niektérych gatunkow zielenic (np.

Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris).

Karmienie wylegnietych osobnikéw dorostych

. Niektérzy badacze sugeruja, by do karmienia wylegnigtych osobnikéw dorostych uzywaé tamponu z welny bawel-

nianej nasgczonego nasyconym roztworem sacharozy.

Wyleg osobnikéw dorostych

. Przy temperaturze 20 2 °C po ok. 13-15 dniach w naczyniach do hodowli z larw wylegna si¢ osobniki doroste.

Samce latwo zidentyfikowaé dzigki pierzastym czutkom.

Pakiety jaj

. Po tym, jak osobniki doroste pojawig si¢ w klatce hodowlanej, nalezy trzy razy w tygodniu sprawdzaé we wszystkich

naczyniach do chowu larw, czy nie zostaly zlozone galaretowate pakiety jaj. Jesli tak, nalezy je ostroznie usunac,
a nastgpnie przenies¢ do niewielkiego naczynia zawierajgcego probke wody uzywanej do hodowli. Pakiety jaj
wykorzystuje si¢ do zapoczatkowania hodowli w nowym naczyniu (np. 2-4 pakietéw jaj na naczynie) lub do
badan toksycznosci.

Larwy w pierwszym stadium larwalnym powinny wylegnac¢ sie po 2-3 dniach.

Przygotowanie hodowli w nowych naczyniach

Po tym, jak hodowle zostang zalozone, powinno by¢ mozliwe przygotowanie nowej hodowli larw w $wiezym
naczyniu raz na tydzieri lub rzadziej, w zalezno$ci od wymogéw badania, przy czym starsze naczynia po wylegnieciu
si¢ w nich dorostych kuczmandw si¢ usuwa. Stosujgc ten uklad, uzyskuje si¢ stata podaz dorostych osobnikéw przy
zminimalizowaniu zarzgdzania.
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12.

13.

Przygotowanie roztworéw testowych »M4« i »M7«

Pozywka »M4« zostala opisana przez Elendta (1990). Pozywke »M7« przygotowuje si¢ jak pozywke »M4«, z wyjatkiem
substancji wskazanych w tabeli 1, ktérych stezenie w »M7« jest czterokrotnie mniejsze niz w »M4«. Publikacja na
temat pozywki »M7« znajduje si¢ w przygotowaniu (Elendt, informacje wiasne). Roztwér testowy nie powinien by¢
przygotowywany zgodnie z instrukcjami Elendta i Biasa (1990), poniewaz st¢zenia NaSiO3 5 H,0, NaNO;, KH,PO,
oraz K,HPO, podane dla przygotowania roztwordéw podstawowych nie s3 odpowiednie.

Przygotowanie pozywki »M7«

Kazdy roztwér podstawowy () przygotowuje si¢ oddzielnie, a z roztworéw podstawowych (I) przygotowuje sie
faczony roztwér podstawowy (II) (zob. tabela 1). 50 ml laczonego roztworu podstawowego (II) oraz podane w tabeli
2 ilo$ci kazdego roztworu podstawowego makroskladnika odzywczego dopeknia si¢ do 1 litra wodg dejonizowang,
aby przygotowal pozywke »M7«. Roztwér podstawowy witamin przygotowuje si¢ przez dodanie trzech witamin do
wody dejonizowanej, jak wskazano w tabeli 3. Do koncowej pozywki »M7« na krétko przed uzyciem dodaje si¢
0,1 ml aczonego roztworu podstawowego witamin (roztwér podstawowy witamin przechowuje si¢ zamrozony
w malych podwielokrotnosciach). Pozywka jest napowietrzana i stabilizowana.

Tabela 1

Roztwory podstawowe pierwiastkéw $ladowych w przypadku pozywek M4 i M7

W celu przygotowania laczonego
roztworu podstawowego (II):
Tlos¢ (mg) zmieszac nastepujace ilosci (ml) Koficowe stezenia w w
Koy poisavone (| SopSns o | roors pedtenonyc 1| v sonch )
dejonizowana dejonizowang
M4 M7 M4 M7
H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,O (!) 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl () 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,O (1) 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (') 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 (}) 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
Zndl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO4 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na2EDTA - 2 H,0 (1) (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO4 - 7 H,0 () (O 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Te substancje roznig si¢ w przypadku M4 i M7, jak okreslono wyzej.
(%) Roztwory te sg przygotowywane oddzielnie, nastgpnie zlewane razem i niezwlocznie autoklawowane.

Tabela 2

Roztwory podstawowe makroskladnikéw odzywczych w przypadku pozywek M4 i M7

Ilo$¢ (mg) dopetniana do
1 litra wodg dejonizowang

llos¢ (ml/l) roztworéw
podstawowych
makroskladnikéw
odzywczych w celu
przygotowania pozywek

Koncowe stezenia (mg/l)
w roztworach testowych
pozywek M4 i M7

M4 i M7
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,0 246 600 0,5 1233
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Ilos¢ (mlfl) roztwordw
podstawowych , -
Ilo$¢ (mg) dopetniana do makroskladnikow Koncotwe st(;}zleinat (mg/l})l
1 litra woda dejonizowang odzywczych w celu W roz! Worlesz 46? (;wv‘;yc
przygotowania pozywek pozywe
M4 i M7
KCl 58 000 0,1 58
NaHCO;4 64 800 1,0 64,8
NaSiO;3 - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
Tabela 3

Roztwor podstawowy witamin w przypadku pozywek M4 i M7

llo§¢ (mlfl) roztworu podstawowego witamin dodawanego w celu przygotowania pozywek M4 i M7

Wszystkie trzy roztwory
witamin lgczy sig, by
otrzymac jeden roztwor
podstawowy witamin.

llo$¢ (mg) dopetniana do 1
litra woda dejonizowana

Koncowe stezenia (mg/l)
w roztworach testowych
pozywek M4 i M7

Hydrochlorek tiaminy 750 0,1 0,075
Cyjanokobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Biotyna 7,5 0,1 0,00075
BIBLIOGRAFIA

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system.
M. Streloke i H. Kopp (red.). Berlin 1995.
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Dodatek 3

PRZYGOTOWANIE OSADU PREPAROWANEGO

Sklad osadu

Sklad osadu preparowanego powinien by¢ nastepujacy:

% suchej
Sktadnik Wiasciwosci
masy osadu
Torf Torf z rozkladu mchu torfowca (Sphagnum), w miare mozliwosci 4-5
o warto$ci pH réwnej 5,5-6,0, bez widocznych pozostalosci roslin,
drobno zmielony (wielko$¢ czastek < 1 mm), suszony powietrzem
Piasek kwarcowy Wielkos¢ ziaren: > 50 % czastek powinna mieci¢ si¢ w przedziale 75-76
50-200 pm.
Glinka kaolinowa Zawarto§¢ kaolinitu = 30 % 20
Wegiel organiczny Skorygowana przez dodanie torfu i piasku 2 (%0,5)
Weglan wapnia CaCOj3, sproszkowany, chemicznie czysty 0,05-0,1
Woda Przewodno$¢ wiasciwa < 10 puS/cm 30-50

Przygotowanie

Torf suszy si¢ powietrzem i mieli na drobny proszek. Zawiesing wymaganej ilo$ci proszku torfowego w wodzie dejo-
nizowanej przygotowuje si¢ z uzyciem wysokosprawnego urzadzenia do homogenizacji. Warto$¢ pH zawiesiny koryguje
si¢ z uzyciem CaCO3 do poziomu 5,5+ 0,5. W celu ustabilizowania pH i komponentu mikrobiologicznego zawiesing
kondycjonuje si¢ przez co najmniej dwa dni w temperaturze 20 * 2 °C, delikatnie ja mieszajac. Ponownie mierzy si¢ pH,
ktérego warto$¢ powinna wynosi¢ 6,0 £ 0,5. Nastgpnie zawiesing torfowa miesza si¢ z innymi sktadnikami (piaskiem
i glinkg kaolinowa) oraz woda dejonizowang, aby otrzymac jednorodny osad z zawartoscia wody w przedziale 30-50
procent suchej masy osadu. Warto$¢ pH koncowej mieszaniny ponownie mierzy si¢ i koryguje w miar¢ potrzeby za
pomocg CaCO5 do poziomu 6,5 do 7,5. Prébki osadu pobiera si¢, aby okresli¢ suchg mase i zawartos¢ wegla organicz-
nego. Nastepnie przed ich wykorzystaniem w badaniu toksycznosci dla ochotkowatych zaleca si¢, by osad preparowany
kondycjonowaé przez siedem dni w tych samych warunkach, jakie panowaé beda nastgpnie podczas badania.

Przechowywanie

Suche skladniki do przygotowywania osadu sztucznego moga by¢ przechowywane w suchym i chlodnym miejscu
w temperaturze pokojowej. Nie powinno si¢ przechowywaé (mokrego) osadu preparowanego przed jego uzyciem
w badaniu. Osad nalezy wykorzysta¢ natychmiast po 7-dniowym okresie kondycjonowania, koficzacym proces jego
przygotowania.

BIBLIOGRAFIA:

Rozdzial C.8 niniejszego zalacznika. Toksyczno$¢ dla dzdzownic.

Meller M, Egeler P, Rombke ], Schallnass H, Nagel R, Streit B (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachlorobenzene
and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial Media. Ecotox. and Environ. Safety 39: 10-20.
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Dodatek 4

Wlasciwosci chemiczne dopuszczalnej wody do rozcieficzania

Substancja Stezenia
Czastki stale <20 mg/l
Calkowity wegiel organiczny <2mgfl
Niezjonizowany amoniak <1 pgfl

Twardo$¢ w przeliczeniu na CaCO;

< 400 mg/l (*)

Chlor resztkowy <10 pg/l
Calkowita zawarto§¢ pestycydéw fosforoorganicznych <50 ngfl
Calkowita zawarto$¢ pestycydéw chloroorganicznych plus polichlorowanych bifenyli <50 ngfl
Calkowity chlor organiczny <25 ngfl

(*) Nalezy jednak pamietal, ze jezeli podejrzewa si¢ interakcje miedzy jonami powodujacymi twardo$¢ wody a substancja badang, powinna
by¢ stosowana woda o mniejszej twardosci (a zatem w takim przypadku nie wolno uzywaé pozywki Elendta M4).
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Dodatek 5

Wytyczne dotyczace monitorowania wylegu larw ochotkowatych

Na szklanych zlewkach do badania umieszczono pulapki na wylegnicte kuczmany. Pulapki te potrzebne sg od 20 dnia
badania do zakonczenia badania. Ponizej przedstawiono rysunek przedstawiajacy przyktadows pulapke:

A: siatka nylonowa D: osiatkowane otwory do wymiany wody
B: odwrdcone kubeczki plastikowe E: woda
C: zlewka bez dziébka do badania F: osad

C.29. SZYBKA BIODEGRADOWALNOSC — CO, w SZCZELNIE ZAMKNIETYCH NACZYNIACH (Badanie

fazy gazowej nad roztworem)
WSTEP

Niniejsza metoda badawcza jest rownowazna z dotyczaca badan wytyczng OECD nr 310 (2006). Niniejsza
metoda badawcza jest metodg przesiewowa stuzaca do oceny szybkiej biodegradowalnosci chemikaliéw, ktéra
dostarcza podobnych informacji, jak sze$¢ metod badawczych A-F opisanych w rozdziale C.4 niniejszego
zalgcznika. Zatem substancje chemiczng dajaca dodatnie wyniki w niniejszej metodzie badawczej mozna
uznaé za ulegajaca szybkiej biodegradacji, a co za tym idzie, ulegajaca szybkiej degradacji w $Srodowisku.

Ogodlnie przyjeta metode badania wydzielania si¢ dwutlenku wegla (CO,) (1), oparta na pierwotnym badaniu
Sturma (2) stuzacym ocenie biodegradowalnosci organicznych substancji chemicznych w drodze pomiaru ilosci
dwutlenku wegla wytworzonego w wyniku aktywnosci mikrobiologicznej, wybierano zazwyczaj w pierwszej
kolejnosci, by zbadaé stabo rozpuszczalne chemikalia oraz te, ktére silnie adsorbuja. Wybiera si¢ ja takze dla
chemikaliéw rozpuszczalnych (ale nie lotnych), poniewaz wielu uznaje wydzielanie si¢ dwutlenku wegla za
jedyny jednoznaczny dowdd aktywnosci mikrobiologicznej. Usuwanie rozpuszczonego wegla organicznego
mozna uzyskaé w drodze proceséw fizykochemicznych — adsorpcji, ulatniania sig, stracania, hydrolizy — jak
réwniez aktywnoSci mikrobiologicznej oraz wielu reakcji niebiologicznych, w ktérych zuzywany jest tlen;
rzadko CO, powstaje z substancji organicznych w sposéb abiotyczny. W pierwotnym i zmodyfikowanym
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badaniu Sturma (1) (2) CO, usuwa si¢ z fazy cieklej do naczyn absorbujacych w drodze napowietrzania (tzn.
przepuszczania powietrza poddawanego obrdobee przez pozywke ciekla celem usunigcia CO,), natomiast w wersji
Larsona (3) (4) CO, przemieszcza si¢ z naczynia reakcyjnego do absorberéw dzigki przepuszczaniu powietrza
wolnego od CO, przez faz¢ gazowa nad roztworem i dodatkowo cigglemu potrzgsaniu naczyniem badawczym.
Naczyniem reakcyjnym potrzasa si¢ jedynie w modyfikacji Larsona; mieszanie jest przewidziane jedynie w przy-
padku substancji nierozpuszczalnych wymienionych w normie ISO 9439 (5) oraz w pierwotnej wersji amery-
kaniskiej (6); w obu tych normach przewidziano napowietrzanie, a nie wymiang fazy gazowej nad roztworem.
W innej oficjalnej metodzie amerykanskiej EPA (7), opartej na metodzie Gledhilla (8), potrzasane naczynie
reakcyjne jest zamknigte dla atmosfery, a wytworzony CO, gromadzi si¢ w wewnetrznej pulapce alkalicznej
bezposrednio z fazy gazowej, tak jak w klasycznych kolbach respirometréw Warburga/Barcrofta.

Wykazano jednak, ze wegiel nieorganiczny (IC) kumuluje si¢ w pozywce, gdy standardowe, zmodyfikowane
badanie Sturma stosuje si¢ do kilku chemikaliéw (9). Stwierdzono stezenie wegla nieorganiczneog w wysokosci
nawet 8 mg/l w czasie rozkladu aniliny o zawartosci 20 mg C/l. Zatem gromadzenie si¢ CO, w pulapkach
alkalicznych nie oddawato wiernie ilosci CO, wyprodukowanego mikrobiologicznie w migdzyczasie w trakcie
rozkladu. W efekcie specyfikacja, zgodnie z ktdra, aby badana substancja chemiczna zostala sklasyfikowana jako
ulegajaca szybkiej biodegradacji, w ciggu 10-dniowego »okna« (10 dni bezposrednio po osiggnigciu 10-procen-
towej biodegradacji) nalezy zebraé > 60 % teoretycznej maksymalnej ilosci wytworzonego CO, (ThCO,), nie
zostanie spelniona dla niektérych chemikaliow, ktore zostalyby tak sklasyfikowane przy uzyciu metody
usuwania rozpuszczalnego wegla organicznego (DOC).

Jesli warto$¢ procentowego rozkladu jest mniejsza niz oczekiwana, wegiel nieorganiczny by¢ moze nagromadzit
sie w badanym roztworze. Wowczas degradowalno$¢ mozna oceni¢ za pomoca innych badan na szybka
biodegradowalnos¢.

Inne wady metodologii Sturma (ktéra jest ucigzliwa, czasochtonna, bardziej podatna na bledy doswiadczalne
i nie daje si¢ zastosowa do chemikaliéw lotnych) juz wczesniej spowodowaly poszukiwania techniki z zasto-
sowaniem szczelnie zamknigtych naczyn, innej niz metoda Gledhilla, zamiast metody przeplywowo-gazowej
(10) (11). Boatman i in. (12) dokonali przegladu wczesniejszych metod i przyjeli system zamknigtej przestrzeni
nad roztworem, w ktérej CO, uwalniano do fazy gazowej nad roztworem pod koniec inkubacji poprzez
zakwaszenie pozywki. CO, mierzono metoda chromatografii gazowej (GC)[analizy wegla nieorganicznego (IC)
w automatycznie pobieranych probkach fazy gazowej nad roztworem, jednak nie uwzgledniono rozpuszczo-
nego wegla nieorganicznego (DIC) w fazie cieklej. Ponadto zastosowane naczynia byly bardzo mate (20 ml)
i zawieraly jedynie 10 ml pozywki, co powodowalo problemy np. przy dodawaniu z koniecznosci bardzo
malych ilo$ci nierozpuszczalnych badanych substancji chemicznych, a w zaszczepionej pozywce moze by
niewystarczajaca ilo$¢ mikroorganizméw zdolnych do rozlozenia badanych substancji chemicznych lub tez
moze ich nie by¢ wecale.

Trudnosci te w niezaleznych badaniach przezwycigzyli Struijs i Stoltenkamp (13) oraz Birch i Fletcher (14);
drugie z tych badan bylo inspirowane do$wiadczeniem badaczy z aparaturg stosowang w badaniu biodegradacji
beztlenowej (15). W poprzedniej metodzie (13) CO, mierzy si¢ w przestrzeni nad roztworem po zakwaszeniu
i ustaleniu stanu réwnowagi, natomiast w drugiej (14) mierzono DIC zaréwno w fazie gazowej, jak i w fazie
cieklej, bez dodawania substancji; ponad 90 % wytworzonego IC znajdowalo si¢ w fazie cieklej. Obie metody
posiadaly zalety w poréwnaniu z badaniem Sturma: system badawczy byl bardziej zwarty i latwiejszy w obstu-
dze, umozliwia on badanie lotnych chemikaliow i mozliwe jest unikni¢cie opdZnienia w pomiarze wytworzo-
nego CO,.

Te dwa podejicia polaczono w normie ISO dotyczacej oznaczania gazowego CO, nad roztworem (16), ktéra
poddano badaniu miedzylaboratoryjnemu (17) i to ta norma stanowi podstawe dla niniejszej metody badawczej.
Podobnie te dwa podejicia zastosowano w metodzie amerykanskiej EPA (18). Zalecono dwie metody pomiaru
CO,, mianowicie CO, w fazie gazowej nad roztworem po zakwaszeniu (13) oraz IC w fazie cicklej po dodaniu
nadmiaru zasady. Drugg metode wprowadzit Peterson w czasie badania miedzylaboratoryjnego CONCAWE (19)
niniejszej metody pomiaru CO, w fazie gazowej nad roztworem, zmodyfikowanej dla celéw pomiaru naturalnej
podatnosci na biodegradacje. W niniejsza metode badawcza wlaczono zmiany wprowadzone w 1992 r. (20)
w ramach rewizji metod opisanych w rozdziale C.4 niniejszego zalacznika w odniesieniu do szybkiej biode-
gradowalnosci, tak ze warunki (pozywka, czas trwania itp.) s3 poza tym takie same, jak zastosowane w popra-
wionym badaniu Sturma (20). Birch i Fletcher (14) wykazali, Ze przy pomocy niniejszej metody pomiaru CO,
w fazie gazowej nad roztworem otrzymano bardzo podobne wyniki, jak w przypadku tych samych chemikaliéw
w badaniu migdzylaboratoryjnym OECD (21) w odniesieniu do poprawionych metod badawczych.

ZASADA BADANIA

Badang substancj¢ chemiczng zawierajaca zwykle 20 mg C[l, jako jedyne Zrédto wegla i energii inkubuje si¢
w buforowej pozywce mineralnej, ktorg zaszczepiono mieszang populacjg mikroorganizméw. Badanie przepro-
wadza si¢ w szczelnie zamknietych butlach z powietrzem w fazie gazowej nad roztworem, co zapewnia
zbiornik tlenu na potrzeby biodegradacji tlenowej. Wydzielanie si¢ CO, wynikajace z catkowitej biodegradacji
tlenowej badanej substancji chemicznej okresla si¢ w drodze pomiaru ilosci IC wytworzonego w badanych
butlach przekraczajacej ilos¢ wytworzong w naczyniach $lepej préby zawierajacych jedynie zaszczepiona
pozywke. Stopien biodegradacji wyraza si¢ jako odsetek teoretycznej maksymalnej ilosci wytworzonego IC
(ThIC), w odniesieniu do iloéci badanej substancji chemicznej (jak np. wegiel organiczny) dodanej na poczatku.

Mozliwy jest réwniez pomiar usuwania DOC lub stopnia pierwotnej biodegradacji badanej substancji chemicznej
(20).
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11.

12.

13.

INFORMACJE NA TEMAT BADANE] SUBSTANCJI CHEMICZNE]

Zawarto$¢ wegla organicznego (% w|w) badanej substancji chemicznej musi by¢ znana z jej struktury
chemicznej lub w wyniku pomiaru, tak by mozliwe bylo obliczenie procentowego rozkladu. W przypadku
lotnych badanych substancji chemicznych do okreslenia odpowiedniego stosunku objetosci fazy gazowej nad
roztworem do objetosci cieczy pomocna jest zmierzona lub obliczona stala Henry'ego. Informacje na temat
toksycznosci badanej substancji chemicznej dla mikroorganizméw sa przydatne przy wyborze odpowiedniego
stezenia stosowanego w badaniu oraz przy interpretacji wynikéw wskazujacych na slabg biodegradowalnosé:
zaleca si¢ uwzglednienie kontroli hamowania, chyba ze wiadomo, ze badana substancja chemiczna nie hamuje
aktywnosci mikrobiologicznej (zob. pkt 24).

ZAKRES STOSOWANIA METODY

Badanie ma zastosowanie do badanych substancji chemicznych rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych w wodzie,
chociaz nalezy zapewni¢ dobrg dyspersje badanej substancji chemicznej. Stosujac zalecany stosunek objetosci
fazy gazowej nad roztworem do objetosci cieczy 1:2, mozna badaé lotne chemikalia o stalej Henry'ego wyno-
szacej do 50 Pa.m’.mol”!, gdyz proporcja badanej substancji chemicznej w przestrzeni nad roztworem nie
przekroczy 1 % (13). Mniejsza objetos¢ fazy gazowej nad roztworem mozna zastosowaé przy badaniu chemi-
kaliéw, ktére sa bardziej lotne, ale ich biodostgpno$¢ moze by¢ ograniczona, zwlaszcza jesli sa stabo rozpusz-
czalne w wodzie. Uzytkownicy muszg jednak dopilnowa¢, aby stosunek objetosci fazy gazowej nad roztworem
do objetosci cieczy oraz stgzenie badanej substancji chemicznej byly takie, ze dostepna bedzie wystarczajgca
ilo$¢ tlenu, by mozliwa byla calkowita biodegradacja tlenowa (np. nalezy unika¢ wysokiego stezenia substratu
i niewielkiej objetosci przestrzeni nad roztworem). Wytyczne w tej kwestii mozna znalezé w (13) (23).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Celem sprawdzenia procedury badania nalezy réwnolegle bada¢ substancje odniesienia o znanej biodegradowal-
nosci. W tym celu mozna zastosowa¢ aniling, benzoesan sodu lub glikol etylenowy przy badaniu rozpusz-
czalnych w wodzie badanych substancji chemicznych oraz 1-oktanol dla stabo rozpuszczalnych badanych
substancji chemicznych (13). Biodegradacja tych chemikaliéw musi wynie$¢ > 60 % ThIC w ciagu 14 dni.

ODTWARZALNOSC

W przewidzianym normg ISO badaniu migdzylaboratoryjnym metody (17) uzyskano nastepujace rezultaty przy
zastosowaniu zalecanych warunkéw, w tym badanej substancji chemicznej zawierajacej 20 mg C/L.

Srednia biodegradacja Wspélezynnik zmiennosei
Badana substancja chemiczna procentowa spotezy %) ennose Liczba laboratoriow
(28d) B
Anilina 90 16 17
1-Oktanol 85 12 14

Zmienno$¢ wewnetrzna badania (odtwarzalno$¢) przy zastosowaniu aniliny byta niska, a wspélezynniki zmien-
nosci nie przekraczaly 5% w prawie wszystkich rundach badania. W dwéch przypadkach, w ktérych odtwa-
rzalno$¢ byla gorsza, wigksza zmienno$¢ wynikala prawdopodobnie z duzej produkeji IC w Slepych prébach.
Odtwarzalno$¢ byla gorsza dla 1-oktanolu, jednak nadal wynosita mniej niz 10 % dla 79 % rund badania. Ta
wigksza zmienno$¢ wewnetrzna badania mogla wynikac z bledéw w dozowaniu, gdyz trzeba bylo wstrzyknaé
niewielkg objetos¢ (3 do 4 pl) 1-oktanolu do szczelnie zamknigtych badanych butli. Wyzsze wspotezynniki
zmienno$ci otrzymano by przy zastosowaniu nizszych stezen badanych substancji chemicznych, zwlaszcza
stezen mniejszych niz 10 mg CJl. Mozna to czgdciowo przezwyciezy¢, redukujac stezenie catkowitego wegla
nieorganicznego (TIC) w inokulum.

14. W przeprowadzonym w UE badaniu migdzylaboratoryjnym (24) pieciu $rodkéw powierzchniowo czynnych

zawierajacych 10 mg C/l otrzymano nastepujace wyniki:

Srednia biodegradacja Wspdlezynnik zmiennodci
Badana substancja chemiczna procentowa poiezy }, 1ennosct Liczba laboratoriéw
(%)
(284d)
Sulfonian 17 45 10
tetrapropylenobenzenu
Sulfobursztynian  diizook- 72 22 9
tylu
(anionowy)
Chlorek 75 13 10
heksadecylotrimetylamo-
niowy (%
(kationowy)
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15.

16.

17.

18.

Srednia biodegradacja Wspotezynnik zmi -
Badana substancja chemiczna procentowa poic ynn}) Zmiennosct Liczba laboratoriéw
(284) %)
Oksyetylenowany 41 32 10
izononylofenol,
(niejonowy)
Kokamidopropylo 60 23 11
Dimetylohydroksy
Sulfobetaina
(amfoteryczna)

(*) Dodano SiO, celem neutralizacji toksycznosci.

Wyniki pokazuja, ze na ogét zmienno$¢ byta wyzsza dla $rodkéw powierzchniowo czynnych stabiej ulegajacych
rozkladowi. Zmienno$¢ wewnetrzna badania wynosita mniej niz 15 % w ponad 90 % przypadkéw, przy czym
najwyzsza dochodzita do 30-40 %.

Uwaga: Wigkszo$¢ srodkéw powierzchniowo czynnych nie stanowi pojedynczych odmian czasteczkowych, ale
raczej mieszaniny izomeréw, homologéw itp., ktdre ulegaja rozktadowi po réznym charakterystycznym
okresie opdznienia i z inng szybkoscia, co skutkuje »niejasnymic, ostabionymi krzywymi, tak ze warto$¢
progowa 60 % moze nie zosta¢ osiggni¢ta w 10-dniowym »oknie«, nawet jesli kazda z poszczegdlnych
odmian czgsteczkowych poddana badaniu osobno osiagnetaby warto$¢ > 60 % w ciagu 10 dni. Mozna
to zaobserwowaé takze w przypadku innych zlozonych mieszanin.

OPIS METODY

Urzgdzenia

Zwykle urzadzenia laboratoryjne oraz:
a) szklane butelki na osocze, szczelnie zamknigte korkami z kauczuku butylowego i zaciskanymi uszczelkami
aluminiowymi. Zalecany rozmiar to »125 ml« o lacznej objetosci ok. 160 ml (w tym przypadku objetosé

kazdej butelki powinna by¢ znana jako 160 + 1 ml). Mozna uzy¢ mniejszego naczynia, jezeli wyniki spelniaja
warunki opisane w pkt 66 i 67;

b) analizator wegla lub inny przyrzad (np. chromatograf gazowy) do pomiaréw wegla nieorganicznego;
¢) strzykawki o duzej precyzji do pobierania probek gazowych i cieklych;
d) wytrzasarka orbitalna w $rodowisku o kontrolowanej temperaturze;

) Zaopatrzenie w powietrze wolne od CO, — mozna je przygotowaé przeprowadzajac powietrze przez granule
wapna sodowanego lub stosujgc mieszaning gazowa 80 % N,/20 % O, (fakultatywnie) (zob. pkt 28);

f) membranowe urzadzenie filtracyjne o porowatosci 0,20-0,45 pm (fakultatywnie);
g) analizator wegla organicznego (fakultatywnie).

Odczynniki

W calym badaniu nalezy stosowaé odczynniki do analiz.

Woda

Nalezy stosowal wode destylowang lub dejonizowana, zawierajaca <1 mg/l catkowitego wegla organicznego.
Odpowiada to < 5% poczatkowej zawartosci wegla organicznego wprowadzonej zalecana dawka badanej
substangji chemiczne;.

Roztwory podstawowe na pozywke mineralng

Roztwory podstawowe oraz pozywki mineralne s3 podobne do stosowanych w normie ISO 14593 (16) oraz
w badaniach C.4 na »szybkg biodegradowalnosé« (20). Zastosowanie wigkszego stezenia chlorku amonu (2,0 g/l
zamiast 0,5 gfl) powinno by¢ konieczne jedynie w bardzo wyjatkowych przypadkach, np. kiedy st¢zenie badanej
substancji chemicznej wynosi > 40 mg C/l. Roztwory podstawowe nalezy przechowywaé w warunkach chlodni-
czych i usuwaé po szeciu miesigcach lub wczesniej, jesli wystapia objawy stracania lub rozwoju mikroorga-
nizméw. Nalezy przygotowaé nastgpujace roztwory podstawowe:
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a) diwodorofosforan potasu (KH,PO,) 8,50 g
wodorofosforan potasu, (K,HPO,) 21,75 ¢
wodorofosforan sodu dwuwodny (Na,HPO,.2H,0) 33,40 g
chlorek amonu (NH,Cl) 0,50 g

Rozpusci¢ w wodzie i dopetni¢ do 1 litra. Warto$¢ pH tego roztworu powinna wynosi¢ 7,4 (+ 0,2). Jesli jest
inaczej, nalezy przygotowaé nowy roztwor;

b) chlorek wapnia dwuwodny (CaCl,.2H,0) 36,40 g
Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra;
¢) siarczan magnezu siedmiowodny (MgSO,4.7H,0) 22,50 g

Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra;

oo
=

chlorek zelaza(Ill) szesciowodny (FeCl;.6H,0) 0,25 g
Rozpusci¢ w wodzie i dopeni¢ do 1 litra oraz doda¢ jedna krople stezonego HCL.

Przygotowanie pozywki mineralnej

Zmiesza¢ 10 ml roztworu a) z ok. 800 ml wody (pkt 17), nastepnie doda¢ 1 ml roztworéw b), ¢) i d) i dopelnié
wodg do 1 litra (pkt 17).

Inne odczynniki

Stezony kwas ortofosforowy (H;PO,) (> 85 % w/v).

Roztwér 7M wodorotlenku sodu

Rozpusci¢ 280 g wodorotlenku sodu (NaOH) w 1 litrze wody (pkt 17). Okresli¢ stezenie DIC w tym roztworze
i uwzgledni¢ t¢ warto$¢ przy obliczaniu wynikéw badania (zob. pkt 55 i 61), zwlaszcza w $wietle kryterium
waznosci okre$lonego w pkt 66 b). Przygotowad nowy roztwor, jesli stezenie DIC jest zbyt wysokie.

Badana substancja chemiczna

Przygotowal roztwér podstawowy wystarczajagco rozpuszczalnej w wodzie badanej substancji chemicznej
w wodzie (pkt 17) lub w pozywce (pkt 19), najlepiej w stezeniu 100-krotnie wigkszym niz ostateczne stgzenie,
ktére ma by¢ zastosowane w badaniu; moze by¢ konieczne dostosowanie pH roztworu podstawowego. Roztwor
podstawowy nalezy doda¢ do pozywki mineralnej, by uzyska¢ ostateczne stezenie wegla organicznego miedzy
2 a 40 mg C/l, najlepiej 20 mg C/1. Jesli zastosuje si¢ stezenia mniejsze niz wymienione, uzyskana precyzja moze
ulec pogorszeniu. Rozpuszczalne i nierozpuszczalne chemikalia ciekte mozna dodaé bezposrednio do naczyn za
pomocg wysoce precyzyjnych strzykawek. Stabo rozpuszczalne i nierozpuszczalne badane substancje chemiczne
moga wymagac specjalnego podejécia (25). Do wyboru jest:

a) bezposrednie dodanie znanych, zwazonych ilo$ci;
b) rozpraszanie ultradZwigkowe przed dodaniem;

¢) dyspersja za pomocg Srodkéw emulgujacych; wymagane jest okreSlenie przed dodaniem, czy dzialajg one
hamujgco, czy stymulujagco na aktywnos$¢ mikrobiologiczng;

d) adsorpcja cieklych badanych substancji chemicznych lub rozpuszczenie w odpowiednim lotnym rozpusz-
czalniku, na obojetna pozywke lub podtoze (np. filtr z widkna szklanego), nastgpnie odparowanie rozpusz-
czalnika, jesli zostal uzyty, i bezposrednie dodanie znanych ilosci;

¢) dodanie do pustego naczynia badawczego znanej objetoSci roztworu badanej substancji chemicznej
w rozpuszczalniku fatwo przechodzacym w faze lotng, a nastgpnie odparowanie rozpuszczalnika.



19.3.2014

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

L 81/221

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Srodki lub rozpuszczalniki uzyte w lit. ¢), d) i €) nalezy zbada¢ pod katem ewentualnego dziatania stymulujacego
lub hamujacego dla aktywnosci mikrobiologicznej (zob. pkt 42b)).

Substancja odniesienia

Przygotowa¢ roztwér podstawowy (rozpuszczalnej) substancji odniesienia w wodzie (pkt 17), najlepiej w stezeniu
100-krotnie wigkszym niz ostateczne stezenie, ktére ma by¢ zastosowane (20 mg C/l) w badaniu.

Kontrola dziatania hamujgcego

Badane substancje chemiczne czgsto nie wykazuja istotnego rozkladu w warunkach stosowanych przy ocenianiu
szybkiej biodegradowalnosci. Jedyng mozliwg przyczyna jest to, ze badana substancja chemiczna dziala hamu-
jaco na inokulum w stezeniu, w ktérym jest stosowana w badaniu. Kontrole dzialania hamujacego mozna
uwzgledni¢ w projekcie badania celem ulatwienia identyfikacji (z perspektywy czasu) dzialania hamujacego jako
mozliwej przyczyny lub czynnika przyczyniajacego si¢ do tego stanu rzeczy. Ewentualnie kontrola dziatania
hamujgcego moze wykluczy¢ takie interferencje i wykazal, ze zerowy lub niewielki rozklad mozna przypisal
jedynie brakowi podatnosci na dzialanie mikroorganizméw w warunkach, w ktdrych przeprowadza si¢ badanie.
Aby uzyska¢ informacje co do toksycznosci badanej substancji chemicznej dla mikroorganizméw (tlenowych),
nalezy przygotowaé roztwér w pozywce zawierajacy badang substancje chemiczng i substancje odniesienia (pkt
19), kazda odpowiednio w tym samym stezeniu, w jakim jest dodawana (zob. ust 22 i 23).

Inokulum

Inokulum mozna uzyska¢ z réznych zrédel: osad czynny; odplyw z oczyszczalni Sciekéw (niechlorowany);
wody powierzchniowe i gleby; lub z mieszaniny tychze (20). Nalezy sprawdzi¢ aktywno$¢ biodegradacyjna
zrodla poprzez zastosowanie substancji odniesienia. Niezaleznie od Zrédla nie nalezy stosowaé mikroorga-
nizméw wezesniej narazonych na badang substancje chemiczng, jesli procedura ma by¢ stosowana do badania
szybkiej biodegradowalnosci.

Ostrzezenie: Osad czynny, $cieki i odplyw z oczyszczalni $ciekow zawieraja czynniki chorobotwoércze i nalezy
obchodzi¢ si¢ z nimi ostroznie.

Z doswiadczenia wynika, ze optymalna objeto$¢ inokulum to taka, ktéra:

— jest wystarczajaca, by da¢ odpowiednig aktywnos¢ biodegradacyjna,

— rozklada substancj¢ odniesienia w okre§lonym procentowo stopniu (zob. pkt 66),

— daje od 102 do 10° jednostek tworzacych koloni¢ na mililitr w mieszaninie koficowej,

— zazwyczaj daje stezenie 4 mg/l zawiesiny cial stalych w mieszaninie koficowej w przypadku zastosowania
osadu czynnego; mozliwe jest uzycie stezen do 30 mg/l, jednak moga one znacznie zwigkszy¢ produkcje
CO, naczyniach $lepej préby (26),

— wnosi mniej niz 10 % pierwotnego stezenia wegla organicznego, wprowadzanego przez badang substancje
chemiczng,

— wynosi na 0gét 1-10 ml inokulum na 1 litr badanego roztworu.

Osad czynny

Swiezg probke osadu czynnego zbiera si¢ z komory napowietrzania oczyszczalni $ciekéw lub urzadzenia w skali
laboratoryjnej, przerabiajacego gldéwnie Scieki domowe. W razie koniecznosci czgstki gruboziarniste nalezy
usunaé w drodze odsiewania (np. stosujac sito oczkowe o rozmiarze oczek 1 mm?), a osad nalezy utrzymywacé
w warunkach tlenowych az do chwili uzycia.

Ewentualnie zsedymentowal lub odwirowaé (np. przy 1100 x g przez 10 minut) po usunigciu wszystkich
czastek gruboziarnistych. Odrzuci¢ supernatant. Mozna przemy¢ osad w roztworze mineralnym. Zawiesié
stezony osad w pozywce mineralnej dla uzyskania stezenia 3-5 g zawiesiny cial stalych/l. Nastepnie napowiet-
rza¢ do wymaganego momentu.

Osad nalezy pobra¢ z prawidlowo dzialajacej konwencjonalnej oczyszczalni Sciekéw. Jezeli osad trzeba pobraé
z oczyszczalni o wysokiej szybkosci oczyszczania lub podejrzewa si¢ zawartos$¢ inhibitoréw, nalezy go przemy¢.
Zsedymentowa¢ lub odwirowaé ponownie zawieszony osad po energicznym wymieszaniu, odrzuci¢ supernatant
i ponownie zawiesi¢ przemyty osad w dalszej objetosci pozywki mineralnej. Powtarza¢ t¢ procedure do czasu,
gdy uzna sig, iz osad jest wolny od nadmiaru substratéw lub inhibitoréw.

Po osiagnigciu ponownego zawieszenia lub w przypadku osadu niepoddanego obrdébce odstawi¢ prébke tuz
przed jej uzyciem celem ustalenia suchej masy cial stalych w zawiesinie.
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31. Inng mozliwoscia jest homogenizacja osadu czynnego (3-5 g zawiesiny ciat statych/l). Rozdrobni¢ osad w homo-
genizatorze Waringa przy $redniej szybkosci przez 2 minuty. Zsedymentowaé rozdrobniony osad przez 30
minut lub dtuzej, w razie potrzeby, i zdekantowaé ciecz do uzycia jako inokulum w ilo$ci ok. 10 ml/l pozywki
mineralne;j.

32. Jeszcze wigksza redukcje wydzielania CO, w $lepej probie mozna osiagnaé napowietrzajac osad w nocy powiet-
rzem wolnym od CO,. Jako st¢zenia inokulum w tym badaniu nalezy zastosowal 4 mg/l cial stalych z osadu
czynnego (13).

Scieki oczyszczone

33. Ewentualnie inokulum mozna uzyska¢ ze Sciekow oczyszczonych z oczyszczalni $cickéw lub urzadzenia w skali
laboratoryjnej przyjmujacego gtéwnie $cieki domowe. Nalezy utrzymywaé prébke w warunkach tlenowych
i uzy¢ w dniu pobrania lub w razie potrzeby wstepnie kondycjonowaé. Scieki nalezy przefiltrowaé przez filtr
gruboziarnisty celem usunigcia grubych czastek stalych, a takze zmierzy¢ warto$¢ pH.

34. Celem zmniejszenia zawartosci IC filtrat napowietrza si¢ powietrzem wolnym od CO, (pkt 15-¢) przez 1
godzing, utrzymujgc pH na poziomie 6,5 za pomocg kwasu ortofosforowego (pkt 20). Warto$¢ pH przywraca
si¢ do pierwotnego poziomu za pomocg wodorotlenku sodu (pkt 21), a po sedymentacji przez ok. 1 godzing
odpowiednia objeto$¢ supernatantu pobiera si¢ do inokulacji. Wspomniana procedura napowietrzania zmniejsza
zawarto$¢ IC w inokulum. Np. gdy jako inokulum zastosowano maksymalng zalecang objeto$¢ przefiltrowancyh,
napowietrzonych $ciekéw (100 ml) na litr, ilos¢ IC obecnego w naczyniach kontrolnej §lepej proby ksztaltowata
sic w zakresie migdzy 0,4 a 1,3 mg/l (14), co odpowiada 2-6,5 % C w badanej substancji chemicznej przy
zawarto$ci 20 mg Cfl i 4-13 % przy zawartosci 10 mg C/L.

Wody powierzchniowe

35. Pobiera si¢ probke odpowiedniej wody powierzchniowej. Nalezy ja utrzymywaé w warunkach tlenowych i uzyé
w dniu pobrania. Jezeli to konieczne, nalezy zatgzy¢ probke poprzez filtracje lub odwirowanie. Objetosé
inokulum do zastosowania w kazdym z naczyn badawczych powinna spetnia¢ kryteria podane w pkt 26.

Gleby

36. Pobiera si¢ probke odpowiedniej gleby z glebokosci do 20 cm ponizej powierzchni gleby. Kamienie, resztki
rodlin i bezkregowce nalezy usunaé z prébki gleby przed przesianiem jej przez sito o oczkach 2 mm (jesli
probka jest zbyt wilgotna, by mozna ja bylo przesia¢ natychmiast, wowczas nalezy czg¢Sciowo wysuszy¢ ja
powietrzem, aby ulatwi¢ przesiewanie). Nalezy ja utrzymywaé w warunkach tlenowych i uzy¢ w dniu pobrania.
(Jesli probka jest transportowana w luzno zawigzanej torbie polietylenowej, mozna ja przechowywaé w torbie
w temperaturze od 2 do 4 °C przez okres do jednego miesigca).

Wstepne przygotowanie inokulum

37. Inokulum moze by¢ wstepnie kondycjonowane do warunkéw eksperymentalnych, lecz nie wstgpnie adaptowane
do badanej substancji chemicznej. Wstepne kondycjonowanie moze zmniejszy¢ wydzielanie CO, w Slepej
probie. Wstepne kondycjonowanie obejmuje napowietrzanie osadu czynnego po rozpuszczeniu W pozywce
do 30 mg/l wilgotnym powietrzem wolnym od CO, przez maksymalnie 5-7 dni w temperaturze badania.

PROCEDURA BADANIA
Liczba butli

38. Liczba butli (pkt 15-a) potrzebnych do badania bedzie zalezna od czgstotliwosci analizy i czasu trwania badania.

39. Zaleca si¢ poddawanie analizie trzech butli w wystarczajacej liczbie odstepéw czasowych, tak aby mozna bylo
zidentyfikowa¢ 10-dniowe okno. Na koniec badania analizuje si¢ co najmniej pie¢ badanych butli (pkt 15-a)
z zestawOw a), b) i ¢) (zob. pkt 42), aby umozliwi¢ obliczenie przedzialéw ufnoci wynoszacych 95 % w odnie-
sieniu do $redniej wartosci procentowej biodegradacji.

Zaszczepiona pozywka

40. Inokulum stosuje si¢ w stezeniu 4 mg/l czastek stalych osadu czynnego. Bezpo$rednio przed uzyciem nalezy
przygotowaé wystarczajaca ilo$¢ zaszczepionej pozywki poprzez dodanie na przyktad 2 ml odpowiednio spre-
parowanego osadu czynnego (pkt 27-32) w dawce 2 000 mg/l do 1 litra pozywki mineralnej (pkt 19). W przy-
padku wykorzystania $ciekéw oczyszczonych nalezy doda¢ maksymalnie 100 ml odplywu (pkt 33) do 900 ml
pozywki mineralnej (pkt 19) i rozcieficzy¢ pozywka do objetosci 1 litra.
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Przygotowanie butli

Podwielokrotnosci zaszczepionej pozywki rozdziela si¢ do replikowanych butli, aby zapewni¢ stosunek objgtosci
fazy gazowej nad roztworem do objetosci cieczy wynoszacy 1:2 (np. doda¢ 107 ml do butli o pojemnosci
160 ml). Mozna zastosowa¢ inne proporcje — zob. ostrzezenie w pkt 11. Podczas korzystania z kazdego rodzaju
inokulum nalezy dopilnowa¢, aby zaszczepiona pozywka byla w wystarczajgcym stopniu wymieszana, co ma na
celu zapewnienie réwnego rozdzielenia cieczy miedzy butle do badania.

Przygotowuje si¢ zestawy butli (pkt 15a) zawierajace nastepujace elementy:
a) naczynia do badania (oznaczone jako Fp) zawierajace badang substancje chemiczna;

b) proby $lepe (oznaczone jako Fp) zawierajace wylacznie pozywke do badania wraz z inokulum; nalezy
réwniez doda¢ wszelkie substancje chemiczne, rozpuszczalniki, Srodki lub filtry z widkna szklanego uzyte
do wprowadzenia badanej substancji chemicznej do naczynia do badania;

¢) naczynia (oznaczone jako F¢) zawierajace substancj¢ odniesienia na potrzeby sprawdzenia procedury;

d) w razie potrzeby naczynia (oznaczone jako F) stuzace do sprawdzenia mozliwych skutkéw hamujacych
badanej substancji chemicznej, zawierajgce zarowno badang substancje chemiczng, jak i substancje odnie-
sienia w takim samym stezeniu (pkt 24) jak odpowiednio w butlach Fr i F;

¢) naczynia (oznaczone jako Fg) stuzace do sprawdzenia mozliwego abiotycznego rozkladu jak a) plus 50 mgl
Hg(l, lub wysterylizowane w inny sposéb (np. poprzez autoklawowanie).

Rozpuszczalne w wodzie badane substancje chemiczne i substancje odniesienia dodaje si¢ jako wodne roztwory
podstawowe (pkt 22, 23 i 24), aby uzyskaé stezenie wynoszace 10-20 mg C/l.

Nierozpuszczalne badane substancje chemiczne i nierozpuszczalne substancje odniesienia dodaje si¢ do butli
w rézny sposob (zob. pkt 22a-e), w zalezno$ci od charakteru badanej substancji chemicznej, albo przed
dodaniem zaszczepionej pozywki, albo pézniej — zaleznie od metody postgpowania z badang substancja
chemiczng. W przypadku korzystania z jednej z procedur okreslonych w pkt 22a—e, butle na potrzeby $lepej
proby Fp (pkt 42b) nalezy potraktowaé w podobny sposdb, lecz z pominigciem badanej substancji chemicznej
lub substancji odniesienia.

Lotne badane substancje chemiczne nalezy wstrzyknaé do szczelnie zamknietych butli (pkt 47) za pomoca
mikrostrzykawki. Dawke oblicza si¢ w oparciu o wstrzyknietg objeto$¢ oraz gesto$¢ badanej substancji chemicz-
nej.

W razie konieczno$ci do naczyn nalezy dodal wody, aby uzyskaé taka sama objgto$¢ cieczy w kazdym
naczyniu. Trzeba zagwarantowal, ze stosunek objetosci fazy gazowej nad roztworem do objetosci cieczy
(zazwyczaj 1:2) i stezenie badanej substancji chemicznej byly takie, by w fazie gazowej byla dostgpna wystar-
czajaca ilo$¢ tlenu, aby umozliwi¢ catkowitg biodegradacje.

Nastepnie wszystkie butle szczelnie si¢ zamyka, na przyklad przykrywka z kauczuku butylowego i aluminiowg
nakretkg. Lotne badane substancje chemiczne nalezy dodaé na tym etapie (pkt 45). Jezeli spadek stezenia
rozpuszczalnego wegla organicznego w roztworze testowym ma by¢ monitorowany, a analizy czasu zerowego
majg by¢ przeprowadzone dla wstepnego stezenia wegla nieorganicznego (sterylne kontrole, pkt 42) lub innych
wyznacznikéw, nalezy odja¢ odpowiednig prébke z naczynia do badania. To naczynie do badania i jego
zawarto$¢ nastepnie odrzuca sie.

Szczelnie zamknigte butle umieszcza si¢ na wytrzasarce obrotowej (pkt 15d), ustawiajac wystarczajacg szybko-
$cig wstrzasania, aby zawarto$¢ butli byla dobrze wymieszana i utrzymywana w zawiesinie (np. 150-200
obr./min) i inkubuje w ciemnosci w temperaturze 20 °C, ktdrg nalezy utrzymywac z maksymalnym odchyleniem
+1°C

Pobieranie prébek

Schemat pobierania probek bedzie zalezal od okresu zastoju i szybko$ci biodegradacji badanej substancji
chemicznej w ujeciu kinetycznym. Butle sg przeznaczane do analizy w dniu pobierania probek, ktory powinien
przypada¢ przynajmniej raz w tygodniu lub cz¢sciej (np. dwa razy w tygodniu), jesli potrzebna jest pelna krzywa
rozkltadu. Wymagana liczbe replikowanych butli, odpowiadajacych butlom Fp, Fy i Fe oraz F; i Fg, jezeli sa
uzywane, zabiera si¢ z wytrzasarki (zob. pkt 42). Zazwyczaj badanie trwa 28 dni. Jesli krzywa biodegradacji
wskazuje na to, ze plateau osiggnigto przed 28. dniem, wéwczas badanie mozna zakoficzy¢ wczesniej niz 28.
dnia. Nalezy pobra¢ probki z pigciu butli przeznaczonych na 28. dziefi badania do analizy i wykorzysta¢ wyniki
do obliczenia granic ufnoéci lub wspdlczynnika zmienno$ci wartosci procentowej biodegradacji. Z butli na
potrzeby kontroli dotyczacych hamowania i abiotycznego rozkladu nie trzeba pobieraé prébek tak czesto jak
z innych butli — wystarczy w 1. i 28. dniu.
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Analiza wegla nieorganicznego

Wytwarzanie CO, w butlach okresla si¢ poprzez pomiar wzrostu stezenia wegla nieorganicznego podczas
inkubagji. Istnieja dwie dostgpne metody zalecane na potrzeby pomiaru ilosci wegla nieorganicznego wytwo-
rzonej w ramach badaniu. Opisano je bezposrednio ponizej. Poniewaz metody moga dawac nieco odmienne
wyniki, w jednej rundzie badania nalezy korzysta¢ tylko z jednej z nich.

Metodg a) zaleca si¢, jezeli pozywka moze zawiera¢ pozostatosci np. bibuly filtracyjnej z widkna szklanego lub
nierozpuszczalng badana substancje¢ chemiczna. Analiz¢ t¢ mozna wykona¢ za pomocg chromatografu gazo-
wego, jezeli analizator wegla jest niedostgpny. Wazne jest, aby podczas analizy gazu z fazy gazowej nad
roztworem temperatura butli byla réwna temperaturze badania lub zblizona do niej. Metoda b) moze byé
tatwiejsza dla laboratoriow wykorzystujacych do pomiaru wegla nieorganicznego analizatory weglowe. Wazne
jest, aby roztwér wodorotlenku sodu (pkt 21) uzywany do przeksztalcenia CO, w weglan byt $wiezo przygo-
towany lub by jego zawarto$¢ wegla nieorganicznego byla znana, tak aby mozna bylo uwzglednié go przy
obliczaniu wynikéw badania (zob. pkt 66-b).

Metoda a): zakwaszenie do pH <3

Przed rozpoczeciem kazdej partii analiz analizator wegla nieorganicznego jest kalibrowany przy uzyciu odpo-
wiedniej normy dotyczacej wegla nieorganicznego (np. 1 % wjw CO, w N,). Stezony kwas ortofosforowy (pkt
20) wstrzykuje si¢ przez korek kazdej butli, z ktérych pobiera si¢ probki, aby obnizy¢ pH pozywki do < 3 (np.
dodajgc 1 ml do 107 ml pozywki do badania). Butle ponownie umieszcza si¢ w wytrzasarce. Po godzinie
wytrzgsania w temperaturze badania butle s3 usuwane z wytrzasarki, podwielokrotnosci (np. 1 ml) gazu sg
pobierane z fazy gazowej nad roztworem w kazdej butli i wstrzykiwane do analizatora wegla nieorganicznego.
Zmierzone stezenia wegla nieorganicznego rejestruje sie w mg C/l.

Zgodnie z zasada tej metody po zakwaszeniu do pH <3 i pozostawieniu do ustalenia stanu réwnowagi
w temperaturze 20 °C stala réwnowagi rozmieszczenia CO, miedzy fazami ciekla a gazowa w butlach do
badania wynosi 1,0, jezeli jest mierzona jako stezenie (13). Nalezy to co najmniej raz wykaza¢ dla ukladu
badawczego w nastepujacy sposéb:

Przygotowa¢ butle zawierajace 5 i 10 mg/l wegla nieorganicznego, wykorzystujac roztwér bezwodnego weglanu
sodu (Na,CO;) w wolnej od CO, wodzie przygotowanej poprzez zakwaszenie wody do pH 6,5 za pomoca
stezonego kwasu ortofosforowego (pkt 20), napowietrzenie przez noc powietrzem niezawierajacym CO,
i podniesieniec pH do poziomu obojetnego za pomoca zasady. Nalezy dopilnowaé, aby stosunek objetosci
fazy gazowej nad roztworem do objgtosci cieczy byl taki sam jak w badaniu (np. 1:2). Nalezy zakwasi¢
i pozostawi¢ do ustalenia stanu réwnowagi w sposéb opisany w pkt 52, a nastgpnie zmierzy¢ stgzenie
wegla nieorganicznego w fazie gazowej nad roztworem i w fazie cieklej. Trzeba sprawdzié, czy oba stezenia
sa jednakowe w dopuszczalnych granicach bledu badania. Jezeli nie, operator powinien dokonaé przegladu
procedur. Tej kontroli rozmieszczenia wegla nieorganicznego pomigdzy fazami ciekla i gazowa nie trzeba
przeprowadzaé za kazdym razem, gdy wykonuje si¢ badanie. Przypuszczalnie mozna byloby przeprowadzaé
ja podczas kalibragji.

Jezeli ma zosta¢ zmierzone usuwanie rozpuszczalnego wegla organicznego (wylacznie w przypadku badanych
substancji chemicznych rozpuszczalnych w wodzie), probki nalezy pobraé z fazy cieklej z oddzielnych (nieza-
kwaszonych) butli, przefiltrowal przez filtr membranowy i wstrzyknaé do analizatora rozpuszczalnego wegla
organicznego. W razie konieczno$ci mozna te butle wykorzysta¢ do innych analiz, aby zmierzy¢ biodegradacje
pierwotna.

Metoda b): przeksztatcenie CO, w weglan

Przed kazdg serig analiz analizator wegla nieorganicznego jest kalibrowany przy uzyciu odpowiedniej normy -
na przyklad roztworu wodoroweglanu sodu (NaHCO;) w wodzie wolnej od CO, (zob. pkt 53) w przedziale od
0 do 20 mg/l jako wegiel nieorganiczny. Roztwér wodorotlenku sodu (7M, pkt 21) (np. 1 ml na 107 ml
pozywki) wstrzykuje si¢ przez przykrywke kazdej butli, z ktérych pobiera si¢ probki, a butle wytrzasa sig
przez godzing w temperaturze badania. Nalezy uzy¢ tego samego roztworu NaOH na wszystkich butlach
przeznaczonych na okre$lony dzien, lecz niekoniecznie podczas kazdego pobierania probek w czasie trwania
badania. Jezeli przy kazdym pobieraniu probek potrzebne sa bezwzgledne $lepe wartosci wegla nieorganicznego,
oznaczanie wegla nieorganicznego w roztworze NaOH bedzie niezbedne przy kazdym uzyciu tego roztworu.
Butle wyjmuje si¢ z wytrzasarki i odstawia do ustalenia. Z kazdego naczynia pobiera si¢ strzykawka odpo-
wiednie objetosci (np. 50 do 1 000 pl) fazy cieklej. Probki wstrzykuje si¢ do analizatora wegla nieorganicznego
i rejestruje stezenia. Nalezy dopilnowaé, aby uzywany analizator byt odpowiednio wyposazony do analizowania
probek zasadowych otrzymywanych w ramach tej metody.

Zgodnie z zasadg tej metody po dodaniu zasady i wytrzasaniu steZenie wegla nieorganicznego w fazie gazowej
nad roztworem jest nieznaczne. Nalezy to co najmniej raz skontrolowaé dla ukladu badawczego, stosujac normy
dotyczace wegla nieorganicznego, poprzez dodanie zasady, pozostawienie do ustalenia stanu réwnowagi i zmie-
rzenie stezenia wegla nieorganicznego w fazie gazowej nad roztworem i w fazie cieklej (zob. pkt 53). Stezenie
w fazie gazowej nad roztworem powinno by¢ zblizone do zera. Tej kontroli praktycznie catkowitej absorpcji
CO, nie trzeba przeprowadzaé za kazdy razem, gdy przeprowadza si¢ badanie.

Jezeli ma zosta¢ zmierzone usuwanie rozpuszczalnego wegla organicznego (wylacznie w przypadku badanych
substancji chemicznych rozpuszczalnych w wodzie), probki nalezy pobraé z fazy cieklej z oddzielnych (nieza-
wierajacych dodatku zasady) butli, przefiltrowaé przez filtr membranowy i wstrzykna¢ do analizatora rozpusz-
czalnego wegla organicznego. W razie konieczno$ci mozna te butle wykorzysta¢ do innych analiz, aby zmierzy(¢
biodegradacj¢ pierwotna.
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DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Obliczanie wynikéw

Przy zalozeniu 100 % mineralizacji badanej substancji chemicznej na CO,, nadwyzka ThIC wytworzonego
w Slepych prébach kontrolnych jest réwna TOC dodanemu do kazdej butli do badania na poczatku badania,
czyli:

ThIC = TOC
Calkowita masa (mg) nicorganicznego wegla (TIC) w kazdej butli wynosi:

TIC = (mg C w plynie + mg C w fazie gazowej nad roztworem) = (V| x C}) + (Vg x Cp) réwnanie [1]

gdzie:

V., = objetos¢ plynu w butli (w litrach),

CL = stezenie IC w plynie (mg/l w przeliczeniu na wegiel),

VH = objeto§¢ fazy gazowej nad roztworem (w litrach),

CH = stezenie IC w fazie gazowej nad roztworem (mg/l w przeliczeniu wegiel).

Obliczenia TIC na potrzeby dwoch metod analitycznych stosowanych do pomiaru wegla nieorganicznego
w opisanym tu badaniu oméwiono w pkt 60 i 61 ponizej. Procentowa biodegradacje (% D) w kazdym
przypadku uzyskuje si¢ w nastgpujacy sposob:

TIC, — TIC
7( t ) x 10

%D —
? TOC

0 réwnanie [2]

gdzie:

TICt = mg TIC w butli do badania w czasie t,

TICb = $redni mg TIC w butlach zawierajacych proby Slepe w czasie t,
TOC = mg TOC dodany na poczatku badania do naczynia do badania.

Procentows biodegradacje % D oblicza si¢ dla butli do badania (Fy), butli odniesienia (F() oraz, jesli zastosowano,
butli do monitorowania dzialania hamujacego (F), na podstawie odpowiednich ilosci TIC wytworzonego do
czasu kazdego pobierania prébek.

W przypadku znaczacego wzrostu zawartosci TIC w kontrolach sterylnych (Fg) w czasie trwania badania mozna
uznaé, ze zaszed} abiotyczny rozklad badanej substancji chemicznej i nalezy to uwzgledni¢ w obliczeniach D w
réwnaniu [2].

Zakwaszanie do pH <3

Jako ze zakwaszenie do pH < 3 i ustalenie rownowagi skutkuja wyréwnaniem si¢ stezenia TIC w fazie plynnej
i gazowej, jedynie stezenie IC w fazie gazowej wymaga pomiaru. Tym samym z réwnania [1] TIC = (V; + V)
x Cy = Vp x Cy, gdzie Vi = objeto$¢ butli z surowica.
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Przeksztalcenie CO, w weglan

W ramach tej metody obliczenia wykonuje si¢ tak jak w réwnaniu [1], ale nie uwzglednia si¢ nieznacznej iloci
IC w fazie gazowej, czyli Vg x Cy = 0, a TIC = V| x (.

Prezentacja wynikéw

Krzywa biodegradacji uzyskuje si¢ poprzez wykreslenie procentowej biodegradacji D w czasie inkubacji oraz,
jesli jest to mozliwe, wskazuje si¢ fazg zastoju, faz¢ biodegradacji, 10-dniowe »okno« i faze plateau, czyli fazg,
w ktorej osiggnigto maksymalny rozklad, a krzywa biodegradacji wyréwnala si¢. Jesli uzyskano poréwnywalne
wyniki dla réwnoleglych naczyn do badania Fy (& 20 % rdznicy), wykresla si¢ Srednig krzywa (zob. dodatek 2,
rysunek 1); jesli nie — wykresla si¢ krzywe dla kazdego naczynia. Okresla si¢ $rednig warto$¢ procentowej
biodegradacji w fazie plateau lub dokonuje si¢ oszacowania najwyzszej wartosci (np. kiedy krzywa spada
w fazie plateau), ale istotne jest, by mie¢ na uwadze, Ze w tym drugim przypadku warto$¢ ta nie moze by¢
wartocig odstajacg. W sprawozdaniu z badania nalezy wskaza¢ maksymalny stopient biodegradacji jako »stopien
biodegradacji badanej substancji chemiczneje. Jesli liczba naczyni do badania nie byla wystarczajgca do wskazania
fazy plateau, zmierzone dane z ostatniego dnia badania wykorzystuje si¢ do obliczenia wartosci Sredniej. Taka
ostatnia warto$¢, bedgca Srednig pigciu replikatéw, pozwala na wskazanie dokladnosci, z jakg okreslono wartosé
procentowa biodegradacji. Nalezy takze przedstawi¢ warto§¢ uzyskang na koniec okresu 10-dniowego »oknac.

W taki sam sposdb wykresla si¢ krzywa dla substancji odniesienia, F, oraz, jedli je zastosowano, kontroli
eliminacji abiotycznej, Fs, i kontroli dziatania hamujacego, F;.

Tosci TIC obecne w $lepych prébach kontrolnych (F) odnotowuje sie jako te w kolbach Fg (kontrola abiotycz-
na), jesli takie naczynia uwzgledniono w badaniu.

Nalezy obliczy¢ D dla naczyn F,, w oparciu o teoretyczny wynik IC spodziewany jedynie ze skladnika odnie-
sienia mieszaniny. Jesli, w dniu 28. [(Dgc () — Dy (9)/Dgc] * 100 > 25 %, mozna zalozy¢, ze badana substancja
chemiczna zahamowala dzialanie inokulum, co moze wigzal si¢ z niskimi warto$ciami Dy uzyskanymi
w warunkach badania. W takim przypadku badanie mozna powtérzy¢ z wykorzystaniem nizszego badanego
stezenia, a najlepiej zmniejszajac DIC w inokulum oraz TIC powstaly w Slepych probach kontrolnych, jako ze
w przeciwnym wypadku mniejsze stezenie zmniejszy dokladno$¢ metody. Mozna takze wykorzysta¢ inne
inokulum. Jesli w butelkach Fg (abiotyczne) obserwuje si¢ znaczny wzrost (> 10 %) ilosci TIC, mogly zajs¢
procesy rozkladu abiotycznego.

Wazno$¢ wynikéw

Badanie uznaje si¢ za wazne, jesli:

a) $redni procentowy rozklad w naczyniach F zawierajacych substancje odniesienia wynosi > 60 % do 14. dnia
inkubacji; oraz

b) $rednia ilos¢ TIC obecnego w Slepych probach kontrolnych Fy na koniec badania wynosi > 3 mg C/L.

Jesli te pulapy nie zostaly osiggniete, badanie nalezy powtdrzy¢ z wykorzystaniem inokulum z innego zZrédla lub
nalezy dokonaé przegladu procedur. Na przyklad, jesli problem stanowi wysoka warto$¢ IC wytworzonego
w S$lepej probie, nalezy zastosowal procedurg opisang w pkt 27-32.

Jesli badana substancja chemiczna nie osiaga 60 % ThIC oraz wykazano, ze nie ma dzialania hamujacego (pkt
65), badanie mozna powtdrzy¢ ze zwigkszonym stezeniem inokulum (do 30 mg/l osadu czynnego i 100 ml
wecieku/l) lub inokulami z innych Zrédel, zwlaszcza jesli rozklad miescit si¢ w przedziale 20 do 60 %.

Interpretacja wynikéw

Biodegradacja > 60 % ThIC w ciagu 10-dniowego »okna« w opisanym tu badaniu pokazuje, ze badana substancja
chemiczna ulega szybkiej biodegradacji w warunkach tlenowych.

Jesli nie osiagnigto warto$ci progowej 60 % ThIC, nalezy okresli¢c wartos¢ pH w pozywkach w butlach, ktérych
odczynu nie zmieniono na kwasny ani zasadowy; warto$¢ ponizej 6,5 moze wskazywal, ze doszto do nitry-
fikacji. W takim przypadku badanie nalezy powtérzy¢ z zastosowaniem roztworu buforowego o wyzszym
stezeniu.

(") Procentowy rozklad w naczyniu F. zawierajgcym substancje odniesienia.
(%) Procentowy rozklad w naczyniu Fy.
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Sprawozdanie z badania

Nalezy sporzadzi¢ tabele z % D dla kazdej butli do badania (Fy), butli odniesienia (F.) oraz, jesli zastosowano,
kontrolnej butli dziatania hamujacego (F) dla kazdego dnia pobierania prébek. Jesli dla butli z replikatami
uzyskano poréwnywalne wyniki, nalezy wykresli¢c krzywa $redniej % D w czasie. Nalezy odnotowal wartosci
TIC w $lepych prébach kontrolnych (Fg) oraz w sterylnych prébach kontrolnych (Fs), a takze DOC lub inne
wyznaczniki oraz ich procentowe usuwanie.

Nalezy okresli¢ $rednig warto$¢ % D w fazie plateau lub zastosowad najwyzsza wartosé, jesli krzywa biode-
gradacji spada w fazie plateau, oraz przedstawiC ja jako »stopiefn biodegradacji badanej substancji chemiczneje.
Wazne, by upewni¢ si¢, ze w drugim przypadku najwyzsza warto$¢ nie jest wartoscig odstajaca.

Sprawozdanie z badania musi zawieral nastgpujace informacje:
Badana substancja chemiczna

— nazwa zwyczajowa, nazwa chemiczna, numer w rejestrze CAS, wzér strukturalny i istotne wlasciwosci
fizykochemiczne,

— czysto$¢ (zanieczyszczenia) badanej substancji chemicznej.
Warunki badania
— odniesienie do niniejszej metody badawczej,

— opis zastosowanego ukladu badawczego (np. objeto$¢ naczynia, stosunek przestrzeni nadpowierzchniowej
do plynu, metoda mieszania itp.),

— wprowadzenie badanej substancji chemicznej oraz substancji odniesienia do ukladu badawczego; zastoso-
wane badane stezenie i ilo$¢ wegla dawkowana do kazdej butli do badania, wszelkie zastosowane rozpusz-
czalniki,

— szczegblowe informacje na temat zastosowanego inokulum, wszelkiego wstepnego poddawania dziataniu
substancji i wstgpnego przygotowywania,

— temperatura inkubacji,
— walidacja zasady analizy IC,

— gléwne cechy charakterystyczne zastosowanego analizatora IC (oraz wszelkie inne zastosowane metody
analityczne),

— liczba replikatow.
Wyniki
— dane surowe i obliczone wartosci dotyczace biodegradowalnosci w formie tabeli,

— wykres procentowego rozkladu w czasie dotyczacy badanej substancji chemicznej i substancji odniesienia,
faza zastoju, faza rozkladu, 10-dniowe »okno« oraz nachylenie krzywej,

— procentowe usuwanie w fazie plateau, na koniec badania oraz po okresie 10-dniowego »oknac,
— uzasadnienie w przypadku ewentualnego odrzucenia wynikéw badania,
— wszelkie inne fakty, ktére sg istotne dla przeprowadzonej procedury,

— omdéwienie wynikéw.
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Dodatek 1

SKROTY 1 DEFINICJE
IC: wegiel nieorganiczny

ThCO,: teoretyczny dwutlenek wegla (mg) to ilos¢ dwutlenku wegla obliczona jako wytworzona ze znanej lub zmie-
rzonej zawarto$ci wegla w badanej substancji chemicznej, przy pelnej mineralizacji; wyrazana takze jako mg dwutlenku
wegla wydzielonego na mg badanej substancji chemicznej.

DOC: rozpuszczony wegiel organiczny to wegiel organiczny obecny w roztworze lub taki, ktéry przechodzi przez filtr
o $rednicy 0,45 mikrometra lub pozostaje w supernatancie po odwirowaniu przy ok. 4 000 g (okoto 40 000 m sec?)
przez 15 min.

DIC: rozpuszczony wegiel nieorganiczny
ThIC: teoretyczny wegiel nieorganiczny
TIC: catkowity wegiel nieorganiczny

Ulegajacy szybkiej biodegradacji: arbitralna klasyfikacja substancji chemicznych, ktére spelniajag kryteria pewnych
okreslonych badan przesiewowych dotyczacych ostatecznej biodegradacji; badania te s tak rygorystyczne, iz zaklada
si¢, ze takie substancje chemiczne szybko i w pelni ulegng biodegradacji w srodowisku wodnym w warunkach tlenowych.

10-dniowe »okno«: 10 dni bezposrednio po osiggnieciu 10 % biodegradacji.

Biodegradowalno$¢ naturalna: klasyfikacja substancji chemicznych, w przypadku ktérych istnieja jednoznaczne dowody
na biodegradacje (pierwotng lub ostateczng) wynikajace z jakiegokolwiek badania biodegradowalnosci.

Ostateczna biodegradacja tlenowa: stopien rozkladu osiagniety, kiedy badana substancja chemiczna jest w pelni
zutylizowana przez mikroorganizmy w wyniku wytwarzania dwutlenku wegla, wody, soli mineralnych i nowych
elementéw komérek (biomasa).

Mineralizacja: catkowity rozklad organicznej substancji chemicznej na CO, i H,O w warunkach tlenowych, oraz na CH,,
CO, i H,0 w warunkach beztlenowych.

Faza zastoju: czas od poczatku badania do czasu aklimatyzacji lub adaptacji mikroorganizméw rozkladajacych oraz do
czasu zwigkszenia si¢ stopnia biodegradacji badanej substancji chemicznej lub materii organicznej do wykrywalnego
poziomu (np. 10 % maksymalnej teoretycznej biodegradacji lub mniej, w zaleznosci od dokfadnosci techniki pomiaru).

Faza rozkladu: czas od zakoficzenia okresu zastoju do czasu osiagnigcia 90 % maksymalnego stopnia rozkladu.
Faza plateau: faza, podczas ktorej osiggnieto maksymalny rozklad, a krzywa biodegradacji wyréwnala sie.

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomoca niniejszej metody badawczej.
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Przykladowa krzywa biodegradacji
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C. 30. BIOAKUMULACJA W SKAPOSZCZETACH LADOWYCH
WSTEP

Niniejsza metoda badawcza jest rownowazna metodzie opisanej w dotyczgcej badan wytycznej OECD nr 317
(OECD TG 317) (2010). W odniesieniu do metod badawczych dotyczacych wplywu na srodowisko metode
»Biokoncentracja: badanie ryb w warunkach przepltywuc« (rozdzial C.13 niniejszego zalacznika (49)) oraz metode
»Bioakumulacja w bentosowych skaposzczetach zyjacych w osadzie« (53) opublikowano odpowiednio w 1996
i 2008 r. Ekstrapolacja danych dotyczacych bioakumulacji w gatunkach wodnych na organizmy ladowe, takie
jak dzdzownice, jest trudna, a czgsto w ogéle niemozliwa. Do oceny bioakumulacji substancji chemicznych
w glebie stosuje si¢ obecnie modele obliczeniowe oparte na lipofilnosci badanej substancji chemicznej, np. (14)
(37), na przyktad w wytycznych technicznych UE (19). Potrzeba opracowania metody badawczej specyficznej
dla danego ustroju zostala juz poruszona, np. (55). Taka metoda jest w szczegdlnosci istotna w ocenie zatrucia
wtornego w ladowych laricuchach pokarmowych (4). Istnieje kilka krajowych metod badawczych, za pomoca
ktérych bada si¢ kwestie bioakumulacji w organizmach innych niz ryby, np. (2) i (72). Metod¢ pomiaru
bioakumulacji z zanieczyszczonych gleb w dzdzownicach (Eisenia fetida, Savigny) i wazonkowcowatych opra-
cowalo Amerykaniskie Stowarzyszenie Badan i Materialéw (ASTM) (3). Uznana na scenie migdzynarodowej
metoda okreslania bioakumulacji w glebie wzbogaconej zwigkszy efektywnos¢ oceny ryzyka zwigzanego z obec-
noscig substangji chemicznych w ekosystemach ladowych, np. (25) (29).

Bezkregowce spozywajace glebe sg narazone na zwiazane w glebie substancje chemiczne. Wérdd takich zwie-
rzat s3 skaposzczety ladowe, ktore odgrywaja wazna role dla struktury i funkcji gleb (15) (20). Skaposzczety
ladowe zyja w glebie i czg$ciowo na powierzchni gleby (zwlaszcza w Sciblce); czgsto stanowig najliczniejsza
grupe gatunkow w biomasie (54). Przyczyniajac si¢ do bioturbacji gleby oraz stanowigc zer dla innych zwierzat,
zwierzgta te moga mie¢ silny wplyw na biodostepno$¢ substancji chemicznych dla innych organizméw, takich
jak bezkregowce (np. drapiezne roztocza i chrzaszcze; np. (64)) lub drapiezniki z grupy kregowcéw (np. lisy
i mewy) (18) (62). Niektore gatunki skaposzczetéw ladowych wykorzystywane obecnie w badaniach ekoto-
ksykologicznych opisano w dodatku 5.
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W opracowanym przez ASTM standardowym przewodniku dotyczacym przeprowadzania badan laboratoryj-
nych toksycznosci i bioakumulacji w glebie z wykorzystaniem gatunku z rodziny dzdzownicowatych Eisenia
fetida oraz gatunku z rodziny wazonkowcowatych Enchytraeus albidus (3) przedstawiono wiele waznych
i uzytecznych szczegétowych informacji na temat wynikéw niniejszej metody badawczej dotyczacej bioaku-
mulacji w glebie. Inne dokumenty, do ktérych odniesienia zawiera niniejsza metoda badawcza, to rozdziat C.13
niniejszego zalacznika »Biokoncentracja: badanie ryb w warunkach przeplywu« (49) oraz OECD TG 315
»Bioakumulacja w bentosowych skaposzczetach zyjacych w osadzie« (53). Waznymi zrédtami informacji na
temat niniejszej metody badawczej sa réwniez praktyczne do$wiadczenia dotyczace badan nad bioakumulacja
w glebie opisane w literaturze, np. (1) (5) (11) (12) (28) (40) (43) (45) (57) (59) (76) (78) (79).

Niniejsza metoda badawcza moze w wickszosci przypadkéw by¢ stosowana w odniesieniu do stabilnych,
neutralnych organicznych substancji chemicznych, ktére ulegaja adsorpcji do gleb. Za pomocg niniejszej
metody badawczej mozliwe jest badanie pod katem bioakumulacji wigzanych w glebie, stabilnych zwigzkéw
metaloorganicznych. Metoda ta ma zastosowanie réwniez w przypadku metali i innych pierwiastkéw $lado-

wych.

WARUNEK KONIECZNY

Badania pomiaru bioakumulacji substancji chemicznej w skaposzczetach ladowych przeprowadza si¢ z wyko-
rzystaniem metali cigzkich (zob. np. (63)) oraz trwalych organicznych substancji chemicznych o warto$ciach
log K, pomigdzy 3,0 a 6,0, np. (40). Takie badania maja takze zastosowanie do:

— substancji chemicznych o log K, powyzej 6,0 (super-hydrofobowe substancje chemiczne),

— substancji chemicznych, ktére naleza do klasy organicznych substancji chemicznych, o ktérych wiadomo, ze
maja zdolno$¢ do bioakumulacji w zywych organizmach, np. substancji powierzchniowo czynnych lub
wysoce adsorpcyjnych,

— substancji chemicznych, ktére wskazuja na zdolno$¢ do bioakumulacji z racji wlasciwosci strukturalnych,
np. analogi substancji chemicznych, o ktérych wiadomo, ze majg zdolno$¢ do bioakumulagji, oraz

— metali.

Informacje na temat badanej substancji chemicznej, takie jak nazwa zwyczajowa, nazwa chemiczna (najlepiej
nazwa [UPAC), wzér strukturalny, numer w rejestrze CAS, czystos§é, Srodki ostroznosci, odpowiednie warunki
przechowywania oraz metody analityczne, nalezy uzyska¢ przed rozpoczeciem badania. Ponadto znane
powinny by¢ nastepujace informacje:

a) rozpuszczalno$¢ w wodzie;

b) wspdtczynnik podziatu oktanol/woda, K,

¢) wspélczynnik podzialu gleba-woda, wyrazony jako K
d) preznosé par;

) podatnos¢ na rozklad (np. w glebie, wodzie);

f) znane metabolity.

Mozna zastosowal badane substancje chemiczne znakowane izotopowo lub nieznakowane izotopowo. Aby
ulatwi¢ analizg, zaleca si¢ jednak stosowanie substancji chemicznej znakowanej izotopowo. Taka decyzje nalezy
podja¢ na podstawie granic wykrywalnosci lub wymogu pomiaru macierzystej badanej substancji chemicznej
i metabolitéw. Jesli stosuje si¢ badana substancje chemiczng znakowang izotopowo i dokonuje si¢ pomiaru
catkowitych pozostatosci radioaktywnych, wazne jest, by znakowane izotopowo pozostatosci, zardwno w glebie,
jak i w organizmach badanych, zostaly scharakteryzowane pod katem procentowej zawartosci macierzystej
badanej substancji chemicznej i znakowanej niemacierzystej substancji chemicznej, np. w probkach pobranych
w stanie ustalonym lub pod koniec etapu absorpcji, w celu umozliwienia obliczenia wspélczynnika bioaku-
mulagji dla macierzystej badanej substancji chemicznej i danych metabolitéw w glebie (zob. pkt 50). Konieczne
moze by¢ zmodyfikowanie opisanej tu metody, np. w celu zapewnienia wystarczajacej biomasy, na potrzeby
pomiaru nieznakowanych izotopowo organicznych badanych substancji chemicznych lub metali. Przy pomiarze
catkowitych pozostatosci radioaktywnych (za pomoca scyntylacyjnego licznika cieczowego po ekstrakgji,
spaleniu lub rozpuszczeniu tkanek) wspdtczynnik bioakumulacji okresla si¢ na podstawie macierzystej badanej
substancji chemicznej i metabolitdw. Wspélczynnik bioakumulacji nalezy obliczy¢ na podstawie stezenia
macierzystej badanej substancji chemicznej w organizmach oraz catkowitych pozostaloici radioaktywnych.
Nastgpnie na podstawie wspdlczynnika bioakumulacji nalezy obliczy¢ wspélczynnik akumulacji biota-gleba,
znormalizowany do zawartosci lipidéw organizmu oraz zawarto$ci wegla organicznego w glebie, aby zapewnié
poréwnywalno$¢ wynikéw z réznych badan bioakumulagji.
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Toksyczno$¢ badanej substancji chemicznej dla gatunkéw wykorzystanych w badaniu powinna by¢ znana, np.
stezenie efektywne (ECx) lub stezenie Smiertelne (LCx) dla okresu etapu absorpgji (np. (19)). Wybrane stezenie
badanej substancji chemicznej powinno wynosi¢ okoto 1 % jej ostrego bezobjawowego LCs, oraz powinno by¢
co najmniej dziesigciokrotnie wyzsze niz jej granica wykrywalno$ci w glebie dla zastosowanej metody anali-
tycznej. Preferowanymi wartoSciami dotyczacymi toksycznosci sg warto$ci pozyskane z dlugoterminowych
badan nad subletalnymi punktami koficowymi (51) (52), jesli takie dane s3 dostgpne. Jedli jednak nie s3 one
dostgpne, pomocnych informacji dostarczy badanie toksycznosci ostrej (zob. np. (23)).

Dostgpna powinna by¢ odpowiednia metoda analityczna o znanej dokladnosci, precyzji oraz czulosci w celu
oznaczenia iloSciowego substancji chemicznej w badanych roztworach, w glebie oraz w materiale biologicz-
nym, wraz ze szczegétowymi informacjami na temat przygotowania i przechowywania probek oraz kartami
charakterystyki materialéw. Znane powinny by¢ takze analityczne granice wykrywalnosci jednostki badanej
w glebie oraz tkance organizméw. Jedli stosuje si¢ badang substancje chemiczng znakowang weglem 14C,
znana powinna by¢ promieniotworczo$¢ wlasciwa (np. Bq mol-1) oraz odsetek promieniotwdrczosci zwigzany
z zanieczyszczeniami. Promieniotworczo$¢ wlasciwa badanej substancji chemicznej powinna by¢ dostatecznie
wysoka, aby ulatwi¢ analizg, za$ stezenia badane nie powinny wywolywa¢ skutkéw toksycznych.

Badanie mozna przeprowadzi¢ z wykorzystaniem gleby sztucznej lub gleb naturalnych. Informacje na temat
cech charakterystycznych zastosowanej gleby naturalnej, np. pochodzenia gleby lub jej sktadnikéw, pH, zawar-
toéci wegla organicznego, rozkladu wielkosci czastek (procent piasku, itu i gliny) oraz zdolnosci zatrzymywania
wody, powinny by¢ znane przed rozpoczeciem badania (3) (48).

ZASADA BADANIA

Parametry, ktdre charakteryzuja bioakumulacje badanej substancji chemicznej obejmuja wspélczynnik bioaku-
mulacji (BAF), stala szybkosci absorpcji (k) oraz stala szybkosci eliminacji (k). Ich definicje podano
w dodatku 1.

Badanie sklada si¢ z dwoch etapéw: etapu absorpcji (narazenia) i etapu eliminacji (po narazeniu). Podczas etapu
absorpcji replikaty z grupami organizméw poddaje si¢ narazeniu poprzez glebe, ktérg wzbogacono badang
substancja chemiczng. Oprocz zwierzat badanych, w identycznych warunkach niezawierajacych jednak badanej
substancji chemicznej przetrzymuje si¢ grupy organizméw kontrolnych. Mierzy si¢ mas¢ sucha i zawartosé
lipidéw organizméw badanych. Pomiary mozna przeprowadzi¢ z wykorzystaniem organizméw z grupy kontro-
Inej. Wartoéci dotyczace analizy tla (Slepa proba) mozna uzyskaé poprzez analiz¢ probek organizméw kontro-
Inych i gleby. Na potrzeby etapu eliminacji organizmy przenosi si¢ do gleby niezawierajacej badanej substancji
chemicznej. Etap eliminacji jest zawsze wymagany, chyba ze absorpcja badanej substancji chemicznej podczas
etapu narazenia nie byla znaczaca. Etap eliminacji dostarcza informacji na temat szybkosci, z jaka badana
substancja chemiczna jest wydalana przez organizmy badane (np. (27)). Jesli podczas etapu absorpcji nie
osiagnigto stanu ustalonego, parametry kinetyczne — kinetyczny wspolczynnik bioakumulacji (BAFK), stala
lub stale szybkosci absorpgji i eliminacji — nalezy okresli¢ w oparciu o jednoczesne dopasowanie wynikéw
z etapu absorpgji i eliminacji. St¢Zenie badanej substancji chemicznej w/na organizmach monitoruje si¢ w trakcie
obydwu etapéw badania.

Podczas etapu absorpcji pomiaréw dokonuje si¢ w chwili pobierania probek przez okres trwajacy do 14 dni (w
przypadku wazonkowcowatych) lub 21 dni (w przypadku dzdzownic), do czasu osiggnigcia stanu ustalonego
(11) (12) (67). Stan ustalony zachodzi, gdy wykres stezenia w organizmach w czasie jest rownolegly do osi
czasu, a trzy nastepujgce po sobie analizy stezenia wykonane na prébkach pobranych w odstepach czasowych
co najmniej dwoch dni nie réznig si¢ od siebie wigcej niz o + 20 % na podstawie poréwnan statystycznych (np.
analiza wariangji, analiza regresji).

Etap eliminacji sklada si¢ z przeniesienia organizméw badanych do naczyfi z takim samym podlozem, lecz
niezawierajgcym badanej substancji chemicznej. Podczas etapu eliminacji pomiaréw dokonuje si¢ w chwili
pobierania prébek przez 14 dni (w przypadku wazonkowcowatych) lub 21 dni (w przypadku dzdzownic),
o ile wezesniej oznaczenie analityczne nie wykaze redukcji pozostalosci badanej substancji chemicznej w orga-
nizmach na poziomie 90 %. Stezenie badanej substancji chemicznej w organizmach pod koniec etapu eliminacji
przedstawia si¢ w sprawozdaniu jako niewyeliminowane pozostalosci. Wspélczynnik bioakumulacji w stanie
ustalonym (BAFss) nalezy obliczaé zaréwno jako stosunek stgzenia w organizmach (Ca) i w glebie (Cs) przy
ewidentnym stanie ustalonym, jak i jako kinetyczny wspélczynnik bioakumulacji (BAFK), czyli stosunek stalej
szybkosci absorpcji z gleby (ks) oraz stalej szybkosci eliminacji (ke) (zob. definicje w dodatku 1), przy zalozeniu
kinetyki reakcji pierwszego rzedu (zob. obliczenia w dodatku 2). Jesli w sposob ewidentny kinetyka reakeji
pierwszego rzedu nie znajduje zastosowania, nalezy zastosowa¢ inne modele.

Stata szybkosci absorbeji, stata szybkosci eliminacji (lub stale, jesli zastosowano inne modele), kinetyczny
wspotczynnik bioakumulacji (BAFK) oraz, tam, gdzie to mozliwe, granice ufnosci kazdego z tych parametréw,
oblicza si¢ za pomoca komputerowych modeli réwnan (zob. wytyczne w dodatku 2). Odpowiednio$¢ dopa-
sowania modelu mozna okresli¢ na podstawie, na przyklad, wspdtczynnika korelacji lub wspétczynnika deter-
minacji (wspdlczynniki o warto$ciach zblizonych do 1 wskazuja na dobre dopasowanie) lub chi-kwadrat.
Zakres bledu standardowego lub granicy ufnosci dla szacowanych parametréow takze moze wskazywaé na

odpowiednio§¢ dopasowania modelu.

Aby zmniejszy¢ zrdznicowanie wynikow badania dla badanych substancji chemicznych o wysokim poziomie
lipofilno$ci, wspétczynniki bioakumulacji nalezy wyrazi¢ w odniesieniu do zawartosci lipidow oraz wegla
organicznego (kg wegla organicznego w glebie kg-1 zawartosci lipidow w organizmie). Takie podejécie wynika
z faktu, Ze w przypadku niektérych klas substancji chemicznych istnieje wyrazne powiazanie migdzy zdolnoscia
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do bioakumulacji a lipofilno$cia; zostalo to potwierdzone w przypadku ryb (47). Istnieje zwiazek miedzy
zawarto$cig lipidow w rybach a bioakumulacjg takich substancji chemicznych. W przypadku organizméw
bentosowych stwierdzono podobne korelacje, np. (30) (44). Taka korelacje wykazano takze w przypadku
skaposzczetéw ladowych, np. (5) (6) (7) (14). Jesli dostepna jest wystarczajgca ilo$¢ tkanek organizmoéw,
zawarto$¢ lipidow w zwierzetach badanych mozna okresli¢ z wykorzystaniem tego samego materiatu biolo-
gicznego, ktéry zastosowano do okreSlenia stgzenia badanej substancji chemicznej. Do pomiaru zawartosci
lipidéw mozna wykorzystal takze zwierzeta kontrolne.

WAZNOSC BADANIA

Aby badanie bylo wazne, grupy kontrolne oraz grupy poddane dzialaniu substancji muszg spehi¢ nastepujace
kryteria:

— pod koniec badania catkowita $miertelno$¢ podczas etapu absorpgji i etapu eliminagcji nie powinna prze-
kroczy¢ 10 % (w przypadku dzdzownic) lub 20 % (w przypadku wazonkowcowatych) calkowitej liczby
organizméw wykorzystanych w badaniu,

— w przypadku gatunkéw Eisenia fetida i Eisenia andrei $rednia strata masy wedlug pomiaréw na koniec etapu
absorpcji i na koniec etapu eliminacji nie powinna przekracza¢ 20 % w poréwnaniu z poczatkowq zywa
waga na poczatku kazdego z etapow.

OPIS METODY
Badane gatunki

Do badania bioakumulacji zaleca si¢ wykorzystanie kilku gatunkéw skaposzczetéw ladowych. Najczesciej
stosowane gatunki, Eisenia fetida lub Eisenia andrei (dZdzownicowate), lub tez Enchytraeus albidus, Enchytraeus
crypticus lub Enchytraeus luxuriosus (wazonkowcowate), opisano w dodatku 5.

Przyrzady

Nalezy dotozy¢ staraf, aby unikal stosowania materialtéw, w odniesieniu do wszystkich czgci sprzetu, ktére
moga rozpuéci¢ badang substancj¢ chemiczng, sprawié, Ze ulegnie ona adsorpcji, lub tez wyplukaé inne
substancje chemiczne, a takze materialéw, ktére majg szkodliwe dzialanie na zwierzeta badane. Mozna zasto-
sowaé standardowe prostokatne lub cylindryczne naczynia, wykonane z chemicznie obojetnego materiatu
i posiadajace odpowiednia pojemno$¢, zgodnie ze wskaznikiem obcigzenia, tj. liczba organizméw badanych.
Sprzet majacy kontakt z badanymi pozywkami moze by¢ wykonany ze stali nierdzewnej, plastiku lub szkfa.
Naczynia do badania nalezy odpowiednio nakrywa¢, aby zapobiec uciekaniu organizméw, jednocze$nie zapew-
niajgc im wystarczajacy dopltyw powietrza. W przypadku substancji chemicznych o wysokich wspélczynnikach
adsorpdiji, takich jak syntetyczne pyretroidy, konieczne moze by¢ zastosowanie szkla silanizowanego. W takich
sytuacjach sprzet po uzyciu nalezy wyrzucic (49). Jednostki badane znakowane izotopowo oraz substancje lotne
nalezy zabezpieczy¢ przed uchodzeniem. Nalezy zastosowa pulapki (np. szklane pluczki gazowe) zawierajace
odpowiednie absorbenty zatrzymujace wszelkie pozostalosci odparowujace z naczyn do badania.

Gleba

Badana gleba powinna by¢ takiej jakosci, ktora pozwoli na przezycie oraz optymalnie takze rozmnazanie
organizméw badanych w okresie aklimatyzacji i badanych okreséw, przy czym takie organizmy nie powinny
charakteryzowaé si¢ nieprawidlowym wygladem ani zachowaniem. Organizmy powinny zakopywaé si¢
w glebie.

Jako podloze w badaniach zaleca si¢ wykorzystanie sztucznej gleby opisanej w rozdziale C.8 niniejszego
zalgcznika (48). Opis przygotowania sztucznej gleby do wykorzystania w badaniach bioakumulacji oraz zale-
cenia dotyczace przechowywania sztucznej gleby podano w dodatku 4. Wysuszona powietrzem sztuczng glebe
mozna przechowywaé do czasu jej wykorzystania w temperaturze pokojowej.

Naturalne gleby z niezanieczyszczonych miejsc moga jednak réwniez postuzy¢ jako gleba badana lub jako gleba
do hodowli. Gleby naturalne nalezy scharakteryzowaé, podajac co najmniej ich pochodzenie (miejsce zebrania),
pH, zawarto$¢ wegla organicznego, rozklad wielkosci czastek (procent piasku, itu i gliny), maksymalng zdolno$¢
zatrzymywania wody oraz procentows zawarto$¢ wilgoci (3). Uzytecznych informacji powinna dostarczy¢ takze
analiza gleby lub jej sktadnikéw pod katem mikrozanieczyszczen, przeprowadzona przed zastosowaniem takiej
gleby. Jesli wykorzystuje si¢ glebe z uzytkdéw rolnych, taka gleba nie powinna by¢ wezesniej poddawana
dzialaniu $rodkéw ochrony roslin ani obornika od zwierzat poddanych dzialaniu takich substancji, przez co
najmniej jeden rok w przypadku nawozdéw, a w przypadku nawozéw organicznych — przez co najmniej sze$¢
miesigcy przed pobraniem prébek (50). Procedury manipulacji dotyczace gleb naturalnych przed ich zastoso-
waniem w badaniach ekotoksykologicznych przeprowadzanych z wykorzystaniem skaposzczetéw opisano
w (3). W przypadku gleb naturalnych okres ich przechowywania w laboratorium powinien by¢ mozliwie jak
najkrotszy.

Zastosowanie badanej substancji chemicznej

Badang substancje chemiczng wprowadza si¢ do gleby. Pod uwage nalezy wzia¢ fizykochemiczne wlasciwosci
badanej substancji chemicznej. Badang substancje chemiczng rozpuszczalng w wodzie nalezy przed jej zmie-
szaniem z gleba calkowicie rozpusci¢ w wodzie. Zalecana procedura wzbogacania dla badanych substangji
chemicznych slabo rozpuszczalnych w wodzie obejmuje powleczenie badang substancja chemiczng jednego
lub wigkszej liczby skladnikéw (sztucznej) gleby. Na przyklad piasek kwarcowy, lub jego cz¢§¢, mozna namo-
czyé w roztworze badanej substancji chemicznej i odpowiedniego rozpuszczalnika organicznego, ktéry
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nastepnie powoli odparuje do sucha. Taka powleczong frakcje mozna nastgpnie wymieszaé z mokrg gleba.
Najwickszg zaletg tej procedury jest to, ze do gleby nie wprowadza si¢ rozpuszczalnika. W przypadku zasto-
sowania gleby naturalnej badang substancje chemiczng mozna dodaé poprzez wzbogacenie wysuszonej powiet-
rzem czgSci gleby, zgodnie z opisem dotyczacym sztucznej gleby powyzej, lub poprzez wmieszanie badanej
substancji chemicznej do mokrej gleby, przeprowadzajac nastgpnie etap odparowania, jesli zastosowano Srodek
rozpuszczajgcy. Zasadniczo w miar¢ mozliwosci nalezy unika¢ kontaktu mokrej gleby z rozpuszczalnikami.
Nalezy wzig¢ pod uwage nastepujace kwestie (3):

— Jesli zastosowano rozpuszczalnik inny niz woda, powinien to by¢ rozpuszczalnik, ktéry mozna wymieszaé
z woda lub odprowadzi¢ (na przyklad odparowac), pozostawiajac na glebie wylacznie badang substancje
chemiczng.

— Jesli stosuje si¢ kontrole rozpuszczalnika, nie ma potrzeby kontroli ujemnej. W kontroli rozpuszczalnika
nalezy zastosowal najwyzsze stezenie rozpuszczalnika dodane do gleby oraz rozpuszczalnik z tej samej
partii, ktrg wykorzystano do wykonania roztworu podstawowego. Toksycznos¢ i lotno$¢ rozpuszczalnika
oraz rozpuszczalno$¢ badanej substancji chemicznej w wybranym rozpuszczalniku powinny by¢ gléwnymi
kryteriami branymi pod uwage przy wyborze odpowiedniego Srodka rozpuszczajacego.

W przypadku substancji chemicznych, ktére s slabo rozpuszczalne w wodzie oraz w rozpuszczalnikach
organicznych, z dang iloécig badanej substangji chemicznej mozna wymiesza¢ drobno zmielony piasek kwar-
cowy, w iloéci 2,0-2,5 g na jedno naczynie do badania, np. uzywajac mozdzierza i tluczka, w celu otrzymania
pozadanego badanego stezenia. Takg mieszaning piasku kwarcowego i badanej substancji chemicznej dodaje si¢
do uprzednio zwilzonej gleby i dokladnie miesza z odpowiednia ilo$cig dejonizowanej wody w celu otrzymania
wymaganej zawarto$ci wilgoci. Otrzymang mieszaning przeklada si¢ do naczyn do badania. Procedurg t¢
powtarza si¢ dla kazdego badanego stezenia, a takze przygotowuje si¢ odpowiednia kontrole z wykorzystaniem
drobno zmielonego piasku kwarcowego, w ilosci 2,0-2,5 g na jedno naczynie do badania.

Stezenie badanej substancji chemicznej w glebie nalezy okresli¢ po wzbogacaniu. Jednolite rozprowadzenie
badanej substancji chemicznej w glebie nalezy zweryfikowal przed wprowadzeniem badanych organizméw.
Metode zastosowana do wzbogacania oraz uzasadnienie wyboru okreslonej procedury wzbogacania, nalezy
przedstawi¢ w sprawozdaniu (24).

Réwnowage miedzy glebg a wodg porowa nalezy najlepiej uzyska¢ przed dodaniem organizméw; zaleca sie
okres czasu wynoszacy cztery dni przy temperaturze 20 °C. W przypadku wielu organicznych substancji stabo
rozpuszczalnych w wodzie czas wymagany do osiagnigcia prawdziwej réwnowagi miedzy frakcja, ktora ulegla
adsorpcji a frakcjg, ktora ulegla rozpuszczeniu, liczy si¢ w dniach lub miesigcach. W zaleznosci od celu badania,
na przyklad, jesli dazy si¢ do odtworzenia warunkow $rodowiskowych, wzbogacona gleba moze by¢ »posta-
rzana« przez dluzszy okres, np. w przypadku metali moze on wynosi¢ trzy tygodnie przy temperaturze 20 °C
(22).

Hodowla badanych organizméw

Organizmy nalezy przetrzymywal w stalej kulturze laboratoryjnej. Wytyczne na temat metod dotyczacych
kultur laboratoryjnych dla gatunkow Eisenia fetida i Fisenia andrei oraz gatunk6w z rodziny wazonkowcowatych
przedstawiono w dodatku 5 (zob. réwniez (48) (51) (52)).

Organizmy wykorzystane w badaniach nie powinny wykazywaé dajacych si¢ zaobserwowa¢ oznak chordb,
anomalii ani pasozytow.

PRZEPROWADZENIE BADANIA

Podczas etapu absorpcji organizmy sa narazone na dzialanie badanej substancji chemicznej. Etap absorpcji
powinien trwaé¢ 14 dni (w przypadku wazonkowcowatych) lub 21 dni (w przypadku dzdzownic), chyba ze
wykazano, iz osiggnieto stan ustalony.

Na potrzeby etapu eliminacji organizmy przenosi si¢ do gleby niezawierajacej badanej substancji chemicznej.
Pierwsza probke nalezy pobraé po 4-24 godzinach po rozpoczeciu etapu eliminacji. Przyklady harmono-
gram6w pobierania prébek, dla etapu absorpcji trwajacego 21 dni i etapu eliminacji trwajacego 21 dni,
przedstawiono w dodatku 3.

Organizmy badane

W przypadku wiclu gatunkéw ladowych z rodziny wazonkowcowatych masa poszczegdlnych osobnikéw jest
bardzo niska (np. 5-10 mg masy mokrej na jednego osobnika w przypadku Enchytraeus albidus oraz jeszcze
mniej w przypadku Enchytraeus crypticus lub Enchytraeus luxuriosus); w celu przeprowadzenia pomiaréw masy
i analizy chemicznej konieczne moze by¢ laczne wazenie organizméw z naczyii do badania stanowiacych
replikaty (tj. wszystkie organizmy z naczynia stanowiacego replikat zostang wykorzystane do uzyskania jednego
wyniku analizy tkanki). Do kazdego replikatu dodaje si¢ 20 osobnikéw z rodziny wazonkowcowatych; nalezy
wykorzysta¢ co najmniej trzy replikaty. Jesli analityczna granica wykrywalnosci badanej substangji chemicznej
jest wysoka, konieczne moze by¢ wykorzystanie wigkszej liczby organizméw. W przypadku gatunkéw bada-
nych o wigkszej masie poszczegdlnych osobnikéw (Eisenia fetida i Eisenia andrei) mozna wykorzystal naczynia
stanowigce replikaty zawierajace jednego osobnika.

Dzdzownice wykorzystane w badaniu powinny mie¢ podobng mas¢ (np. osobniki z gatunku Eisenia fetida
i Eisenia andrei powinny mie¢ masg¢ 250-600 mg na jednego osobnika). Wazonkowcowate (np. Enchytraeus
albidus) powinny mie¢ dtugo$¢ okoto 1 cm. Wszystkie organizmy wykorzystane w konkretnym badaniu
powinny pochodzi¢ z tego samego Zrddla, a takze powinny by¢ dorostymi zwierzg¢tami z klitellum (zob.
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dodatek 5). Jako ze masa i wiek zwierzgcia moga mie¢ wplyw na wartodci wspélczynnika bioakumulacji (np.
z powodu réznej zawartosci lipidow lub obecnosci jaj), takie parametry nalezy dokladnie odnotowaé i wzig¢
pod uwage podczas interpretacji wynikdw. Ponadto w trakcie etapu narazenia moze doj$¢ do zlozenia koko-
néw, co réwniez bedzie miato wplyw na wartosci wspélczynnika bioakumulacji. Zaleca si¢ zwazenie podprébki
organizméw badanych przed rozpoczgciem badania w celu oszacowania ich $redniej masy suchej i mokrej.

33. Nalezy zastosowal wysoki stosunek gleby do organizméw w celu zminimalizowania spadku st¢zenia badanej
substancji chemicznej w glebie podczas etapu absorpcji. W przypadku gatunkéw Eisenia fetida i Eisenia andrei
zaleca si¢ minimalng ilo§¢ wynoszaca 50 g suchej masy gleby na jeden organizm, a w przypadku wazonkow-
cowatych — co najmniej 10-20 g suchej masy gleby na jedno naczynie do badania. Naczynia powinny zawiera¢
warstwe gleby glebokosci 2-3 cm (w przypadku wazonkowcowatych) lub 4-5 cm (w przypadku dzdzownic).

34. Organizmy zastosowane w badaniu usuwa si¢ z hodowli (np. wazonkowcowate za pomoca pesety jubilerskiej).
Doroste zwierzeta przenosi si¢ do badanej gleby niepoddanej dziataniu badanej substancji chemicznej w celu ich
aklimatyzacji, oraz karmi (zob. pkt 36). Jesli warunki badania réznia si¢ od warunkéw hodowli, do przysto-
sowania organizméw do warunkéw badania powinien wystarczy¢ etap aklimatyzacji trwajacy 24-72 godziny.
Po aklimatyzacji dzdzownice oplukuje si¢ w szklanych naczyniach (np. szalkach Petriego) z czysta woda,
a nastepnie wazy przed wprowadzeniem ich do gleby badanej. Przed wazeniem nadmiar wody nalezy usunaé
z dzdzownic poprzez delikatne otarcie ich o krawedZ naczynia lub poprzez ich ostrozne osuszenie za pomoca
lekko zwilzonego recznika papierowego.

35. Zachowania badanych organizméw zwigzane z zakopywaniem si¢ w glebie nalezy obserwowacd i odnotowywac.
W badaniach z wykorzystaniem dzdzownic zwierzeta (kontrolne i poddawane dzialaniu substancji) zazwyczaj
zakopujg si¢ w glebie w ciggu okresu trwajacego kilka godzin. Nalezy to sprawdzi¢ nie pdzniej niz 24 godziny
po wprowadzeniu organizméw do naczyn do badania. Jesli dzdzownice nie zakopujg si¢ w glebie (np. ponad
10 % organizmow przez ponad polowe etapu absorpgji), oznacza to, ze warunki badania nie s3 odpowiednie
lub badane organizmy nie sa zdrowe. W takim przypadku badanie nalezy przerwac i powtérzy¢. Wazonkow-
cowate zyja w wigkszosci przypadkdw w porach w glebie oraz ich integument czgsto moze jedynie czgSciowo
pozostawaé w kontakcie z otaczajgcym ich podlozem. Zaklada si¢, ze narazenie wazonkowcowatych zakopu-
jacych si¢ w glebie i niezakopujacych si¢ jest rownowazne, a wigc w przypadku wazonkowcowatych niezako-
pujacych si¢ powtérzenie badania nie jest konieczne.

Karmienie

36. Nalezy zaplanowaé karmienie, jesli stosuje si¢ glebe z niska catkowita zawarto$cig wegla organicznego. Jesli
zastosowano glebe sztuczna, zaleca si¢ tygodniowa porcje pozywienia (tj. organizmy nalezy karmi¢ raz na
tydzien) wynoszaca 7 mg wysuszonego obornika na g masy suchej gleby w przypadku dzdzownic, oraz
tygodniowa porcje wynoszaca 2-2,5 mg zmielonych platkéw owsianych na g masy suchej gleby w przypadku
wazonkowcowatych (11). Pierwsza porcj¢ pozywienia nalezy wymieszac z gleba bezposrednio przed dodaniem
badanych organizméw. Zaleca si¢ stosowanie tego samego rodzaju pozywienia co w przypadku hodowli (zob.
dodatek 5).

Swiatlo i temperatura

37. Badania nalezy przeprowadza¢ w warunkach kontrolowanego cyklu $wiatlo/ciemnos¢ 16/8 godzin, z zalecanym
natgzeniem $wiatla na obszarze z naczyniami do badania na poziomie 400-800 lukséw (3). Temperatura
przeprowadzania badania powinna wynosi¢ 20 * 2 °C przez caly czas trwania badania.

Badane st¢zenia

38. Stosuje si¢ jedno stezenie. Sytuacje, w ktorych wymagane jest dodatkowe stezenie lub stezenia, nalezy uzasad-
nié. Jedli toksycznosé (ECx) badanej substancji chemicznej jest zblizona do analitycznej granicy wykrywalnosci,
zaleca si¢ stosowanie badanej substancji chemicznej znakowanej izotopowo z wysokim poziomem promienio-
tworczodci wlasciwej. W przypadku metali stezenie powinno by¢ wyzsze niz poziom naturalnego tla w tkan-
kach i glebie.

Replikaty

39. Minimalna liczba naczyn stanowigcych replikaty poddanych dzialaniu substancji na potrzeby pomiaréw kine-
tycznych (etap absorpcji i eliminacji) powinna wynosi¢ trzy na jeden punkt pobierania probek. Catkowita liczba
przygotowanych replikatow powinna by¢ wystarczajaca, by objaé wszystkie pobrania probek podczas etapu
absorpcji i eliminacji.

40. Na potrzeby obserwacji biologicznych i pomiaréw (np. stosunek masy suchej do masy mokrej, zawartos¢
lipidéw) oraz na potrzeby analizy stezen tla w organizmach i glebie, nalezy zapewni¢ co najmniej 12 naczyn
stanowiacych replikaty kontroli ujemnej (cztery pobrane na poczatku i cztery na koniec etapu absorpcji, oraz
cztery pobrane na koniec etapu eliminagji), jesli nie zastosowano rozpuszczalnika innego niz woda. Jesli do
zastosowania badanej substancji chemicznej wykorzystano Srodek rozpuszczajacy, oprécz replikatow
poddanych dzialaniu substancji nalezy zapewni¢ kontrole rozpuszczalnika obejmujaca wszystkie skladniki
procz jednostki badanej (na poczatku etapu absorpcji nalezy pobraé prébki z czterech naczyf stanowiacych
replikaty oraz cztery probki na koniec etapu absorpgji i cztery na koniec etapu eliminacji). W takim przypadku
mozna zapewni¢ takze cztery dodatkowe naczynia stanowiace replikaty kontroli ujemnej (bez rozpuszczalnika)
na potrzeby opcjonalnego pobierania probek na koniec etapu absorpgji. Takie replikaty mozna poréwnaé pod
katem parametréw biologicznych z kontrolg rozpuszczalnika w celu uzyskania informacji na temat mozliwego
wplywu rozpuszczalnika na organizmy badane. Zaleca si¢ zapewnienie wystarczajacej liczby dodatkowych
rezerwowych naczyn stanowigcych replikaty (np. omiu) na potrzeby poddawania dziataniu substancji i kontroli.
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Czestotliwos$é pomiaréw jakosci gleby

pH gleby, zawarto§¢ wilgoci w glebie oraz jej temperature (stalg) w pomieszczeniu badawczym nalezy mierzy¢
na poczatku i na kofcu etapu absorpcji i etapu eliminacji. Raz na tydzien nalezy skontrolowaé zawarto§é
wilgoci w glebie poprzez zwazenie naczyn do badania oraz poréwnanie faktycznych mas z poczatkowymi
masami na poczatku badania. Straty wody nalezy uzupeniaé poprzez dodanie dejonizowanej wody.

Pobieranie probek oraz analiza organizméw i gleby

Przykladowy harmonogram etapéw absorpcji i eliminacji w badaniach bioakumulacji z wykorzystaniem
dzdzownic i wazonkowcowatych przedstawiono w dodatku 3.

Probki gleby pobiera si¢ z naczyin do badania w celu okreslenia stezenia badanej substancji chemicznej przed
dodaniem organizmow, a takze podczas etapu absorpcji i etapu eliminacji. Podczas badania okresla si¢ stezenia
badanej substancji chemicznej w organizmach i glebie. Zasadniczo mierzy si¢ catkowite stezenia w glebie.
Opgjonalnie mozna dokonaé pomiaru stezen w wodzie porowej. W takim przypadku nalezy przed rozpocze-
ciem badania przedstawi¢ uzasadnienie i odpowiednie metody oraz takie informacje nalezy uwzgledni¢ takze
w sprawozdaniu.

Probki organizméw i gleby pobiera si¢ co najmniej sze$¢ razy podczas etapu absorpgji i eliminacji. Jesli
wykazano stabilno$¢ badanej substancji chemicznej, liczbe analiz gleby mozna zmniejszy¢. Zaleca si¢ analizo-
wanie co najmniej trzech replikatow na poczatku i na koficu etapu absorpgji. Jesli stezenie w glebie mierzone
na koncu etapu absorpcji rézni si¢ od stezenia poczgtkowego o ponad 30 %, prébki gleby pobrane w innych
datach nalezy réwniez poddaé analizie.

Za kazdym razem przy pobieraniu probek nalezy usung¢ z gleby organizmy znajdujace si¢ w danym replikacie
(np. przez wylozenie gleby z replikatu na plytka tacke i wyjecie organizméw za pomoca migkkiej pesety
jubilerskiej), a nastepnie oplukac je szybko w wodzie na plytkiej szklanej lub metalowej tacce. Nalezy usunaé
nadmiar wody (zob. pkt 34). Nastgpnie nalezy ostroznie przenie$¢ organizmy do zwazonego uprzednio
naczynia i od razu je zwazy¢, wraz z zawartoScig ukladu pokarmowego.

Dzdzownicom (Eisenia sp.) nalezy umozliwi¢ wyprdznienie si¢ przez noc, np. na wilgotnej bibule filtracyjnej na
przykrytych szalkach Petriego (zob. pkt 34). Gdy dzdzownice si¢ wyprdznig, nalezy okresli¢ mas¢ organizméw
w celu dokonania oceny ewentualnego spadku biomasy podczas badania (zob. kryteria waznosci opisane w pkt
17). Wazenie i analiz¢ tkanek wazonkowcowatych przeprowadza si¢ bez etapu wyprézniania, jako Ze jest to
technicznie trudne z uwagi na maly rozmiar tych organizméw. Po koficowym okreleniu masy organizmy
nalezy niezwlocznie u$miercié, za pomocg najbardziej odpowiedniej metody (np. uzywajgc cieklego azotu lub
zamrazajac je w temperaturze ponizej -18 °C).

Podczas etapu eliminacji organizmy wymieniajg zanieczyszczong zawarto$¢ ukladu pokarmowego na czysta
glebe. Oznacza to, Ze pomiary probek pobranych z organizméw bez wyprdznienia (w tym przypadku wazon-
kowcowatych) bezpo$rednio przed etapem eliminacji zawierajg zanieczyszczong glebe z ukladu pokarmowego.
W przypadku skaposzczetéw wodnych zaklada sie, ze wigkszo§¢ zanieczyszczonej zawartosci ukladu pokar-
mowego zostaje zastgpiona czystym osadem po poczatkowym okresie etapu eliminacji trwajacym 4-24
godziny, np. (46). Podobne ustalenia odnotowano w przypadku dzdzownic w badaniach dotyczacych akumu-
lacji znakowanego izotopowo kadmu i cynku (78). W przypadku wazonkowcowatych bez wypréznienia jako
stezenie w tkance po wyprdznieniu mozna przyjac stezenie pierwszej probki pobranej podczas etapu eliminacji.
Aby uwzgledni¢ rozcieficzenie stezenia jednostki badanej przez niezanieczyszczona glebe podczas etapu elimi-
nacji, mas¢ zawarto$ci ukladu pokarmowego mozna oszacowaé na podstawie stosunku masy mokrej organiz-
mu/masy popiotu z organizmu lub masy suchej organizméw/masy popiotu z organizmu.

Prébki gleby i organizméw nalezy poddaé analizie niezwlocznie po usunigciu organizméw (tj. w ciggu 1-2 dni),
aby zapobiec rozkladowi lub innym stratom, a takze zaleca si¢ obliczenie przyblizonej szybkosci absorpcji
i eliminacji w trakcie trwania badania. Jesli analiz¢ wykonuje si¢ z opdZnieniem, prébki nalezy przechowywaé
z zastosowaniem odpowiedniej metody, np. glebokiego zamrazania (< -18 °C).

Nalezy sprawdzi¢, czy dokladno$¢ i odtwarzalno$¢ analizy chemicznej, a takze odzysk badanej substancji
chemicznej z probek gleby i organizméw sa zadowalajace dla danej metody. Nalezy odnotowal efektywnosé
ekstrakcji, granicg wykrywalnosci oraz granice oznaczalnosci. Nalezy takze sprawdzié, czy badana substancja
chemiczna nie jest wykrywalna w naczyniach kontrolnych w stezeniach wyzszych niz tlo. Jedli stezenie badanej
substancji chemicznej w organizmie badanym Ca wynosi >0 w organizmach kontrolnych, nalezy to
uwzgledni¢ przy obliczaniu parametréw kinetycznych (zob. dodatek 2). Przez caly okres trwania badania
wszystkimi probkami nalezy postugiwaé si¢ w taki sposéb, by zminimalizowaé ich zanieczyszczenie i straty
(np. wynikajace z adsorpcji badanej substancji chemicznej na przyrzadzie do pobierania probek).
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51.

52.

53.

54.
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56.

W przypadku zastosowania badanych substancji chemicznych znakowanych izotopowo mozliwe jest przepro-
wadzenie analizy macierzystej substancji chemicznej i metabolitow. Okreslenie ilosciowe macierzystej badanej
substancji chemicznej i metabolitdbw w stanie ustalonym lub na koniec etapu absorpcji dostarcza waznych
informacji. Probki powinny wtedy by¢ »oczyszczone«, aby macierzysta badana substancja chemiczna mogta
zosta¢ osobno okre$lona ilosciowo. Jesli poszczegblne metabolity przekraczajg 10 % calkowitej promieniotwor-
czodci w analizowanej prébee lub probkach, zaleca sig okreslenie takich metabolitéw.

Odzysk catkowity, oraz odzysk badanej substancji chemicznej w organizmach, glebie a takze, jesli zastosowano,
w pulapkach zawierajacych absorbenty umozliwiajace zatrzymanie odparowujacej badanej substancji chemicz-
nej, nalezy odnotowac i przedstawi¢ w sprawozdaniu.

Laczne traktowanie osobnikéw pochodzgcych z konkretnego naczynia do badania jest dopuszczalne w przy-
padku organizméw z rodziny wazonkowcowatych, ktére s3 mniejsze niz dzdzownice. Jesli takie laczenie
obejmuje zmniejszenie liczby replikatow, ogranicza to statystyczne procedury, jakie mozna zastosowal do
danych. Jesli wymagana jest konkretna procedura i moc statystyczna, nalezy w badaniu zastosowaé odpo-
wiednig liczb¢ naczyn do badania stanowigcych replikaty, w celu uwzglednienia pozadanego laczenia, proce-
dury i mocy.

Zaleca sig, by wsp6lczynnik bioakumulacji byt wyrazony zaréwno jako funkcja catkowitej masy suchej oraz,
w razie koniecznosci (np. w przypadku wysoce hydrofobowych substancji chemicznych), jako funkcja zawar-
tosci lipidéw. Do okreslenia zawartodci lipidéw nalezy zastosowal odpowiednie metody (w tym celu nalezy
dostosowac istniejace metody, np. (31) (58)). W ramach takich metod stosuje si¢ technike ekstrakcji z wyko-
rzystaniem chloroformu/metanolu. W celu uniknigcia jednak rozpuszczalnikéw chlorowanych nalezy zasto-
sowa¢ zmodyfikowana metode¢ Bligha i Dyera (9) zgodnie z opisem w (17). Jako ze w wyniku zastosowania
réznych metod mozna uzyska¢ réznigce si¢ warto$ci, wazne jest podanie szczegbtowych informacji na temat
zastosowanej metody. Jesli jest to mozliwe, tj. jesli jest dostgpna wystarczajaca ilo$¢ tkanki organizmdw, analize
lipidéw nalezy przeprowadzi¢ z uzyciem tej samej probki lub ekstraktu, ktérych uzyto do analizy badanej
substancji chemicznej, jako ze lipidy czesto musza zosta¢ usunigte z ekstraktu przed analiza za pomoca
chromatografii (49). Do pomiaru zawartoSci lipidéw mozna rowniez wykorzysta¢ zwierzeta kontrolne,
a warto$ci dotyczace zawartosci lipidow moga nastgpnie zosta¢ wykorzystane do normalizowania warto$ci
wspolczynnika bioakumulacji. Przy zastosowaniu tego drugiego podejScia ogranicza si¢ zanieczyszczenie przy-
rzadoéw badang substancjg chemiczna.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC
Opracowanie wynikéw
Krzywa absorpcji badanej substancji chemicznej uzyskuje si¢ poprzez wykreSlenie jej stgzenia w/na organizmach

podczas etapu absorpcji w czasie w skali arytmetycznej. Kiedy krzywa osiagnie plateau lub stan ustalony (zob.
definicje w dodatku 1), wspétezynnik bioakumulacji w stanie ustalonym oblicza si¢ na podstawie:

C, w stanie ustalonym lub na koncu etapu absorpcji (Srednia)
Cs w stanie ustalonym lub na koricu etapu absorpcji (Srednia)

C, stanowi stezenie badanej substancji chemicznej w organizmie badanym.
C, stanowi stezenie badanej substancji chemicznej w glebie.

W przypadku nieosiggniecia stanu ustalonego kinetyczny wspélczynnik akumulacji (BAFK), oparty na statych
szybkosci, nalezy okresli¢ na podstawie wspdlczynnika bioakumulacji w stanie rdownowagi zgodnie z ponizszym
opisem:

— nalezy okresli¢ wspotezynnik akumulacji (BAFy) jako stosunek kg/k.,
— szybkos¢ absorpdiji i eliminacji najlepiej obliczy¢ jednoczesnie (zob. réwnanie 11 w dodatku 2),

— stalg szybkosci eliminacji (k.) okresla si¢ zazwyczaj na podstawie krzywej eliminacji (tj. wykresu stezenia
jednostki badanej w organizmach podczas etapu eliminacji). Stalg szybkosci absorpcji kg oblicza sie
nastepnie na podstawie takiego k. oraz wartosci C,, ktéra uzyskuje si¢ z krzywej absorpcji — zob. opis
tych metod w dodatku 2. Preferowang metoda uzyskania kinetycznego wspélczynnika akumulacji oraz
stalych szybkosci, kg i k, jest zastosowanie nieliniowych komputerowych metod estymacji parametryczne;.
Jesli w sposéb ewidentny eliminacja nie jest procesem pierwszego rzedu, nalezy zastosowal bardziej
zlozone modele.

Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania powinno zawieral nastgpujace informacje:
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Badana substancja chemiczna

wszelkie dostgpne informacje na temat toksycznosci ostrej lub przewlektej (np. EC,, LC,» NOEC) badanej
substancji chemicznej w odniesieniu do zyjacych w glebie skaposzczetow,

czystos¢, cechy fizyczne i wlasciwosci fizykochemiczne, np. wspotezynnik podzialu oktanol/woda, rozpusz-
czalno$¢ w wodzie,

dane identyfikacyjne substancji chemicznej; Zrodlo jednostki badanej, nazwe i stezenie wszelkich zastoso-
wanych rozpuszczalnikow,

w przypadku zastosowania badanej substancji chemicznej znakowanej izotopowo, dokladne polozenie
znakowanych atoméw, promieniotworczo$¢ whasciwg oraz czysto$¢ radiochemiczna.

Badane gatunki

nazwe naukowa, szczep, Zrodlo, wszelkie przypadki wezesniejszego poddania dzialaniu, aklimatyzacje, wiek,
rozmiar-zakres itp.

Warunki badania

zastosowang procedure badania,
rodzaj i charakterystyke zastosowanego o$wietlenia i jego cykl lub cykle,

projekt badania (np. liczbe i rozmiar naczyn do badania, mase gleby i wysoko§¢ warstwy gleby, liczbe
replikatow, liczbe organizméw w kazdym replikacie, liczbe badanych stezen, czas trwania etapu absorpcji
i eliminacji, czestotliwo$¢ pobierania probek),

uzasadnienie wyboru materiatu, z ktdrego wykonano naczynia do badania,
metode przygotowania i zastosowania jednostki badanej, a takze uzasadnienie wyboru konkretnej metody,

badane stezenia nominalne, $rednie mierzonych wartosci oraz ich odchylenia standardowe w naczyniach do
badania, a takze metode uzyskania takich wartosci,

zrédlo skladnikéw gleby sztucznej lub — w przypadku zastosowania gleb naturalnych — pochodzenie gleby,
opis wszelkich wczesniejszych proceséw, jakim zostala poddana, wyniki kontroli (przezycie, rozwdj
biomasy, rozmnazanie), charakterystyke gleby (pH, catkowita zawarto$¢ wegla organicznego, rozktad wiel-
kosci czastek (procent piasku, itu i gliny), maksymalng zdolno$¢ zatrzymywania wody, procentowa zawar-
to$¢ wilgoci na poczatku i na konicu badania, oraz wszelkie inne dokonane pomiary),

szczegGlowe informacje na temat traktowania prébek gleby i organizméw, w tym szczegélowe informacje
na temat procedur przygotowania, przechowywania, wzbogacania, ekstrakcji oraz procedur analitycznych
(oraz precyzji) zastosowanych w odniesieniu do jednostki badanej w organizmach i glebie, oraz zawartos§¢
lipidéw (jesli zmierzono), a takze odzysk jednostki badanej.

Wyniki

$miertelno§¢ organizméw kontrolnych i organizméw w kazdym naczyniu do badania oraz wszelkie zaob-
serwowane niestandardowe zachowania (np. unikanie gleby, nierozmnazanie si¢ w badaniu bioakumulacji
z wykorzystaniem wazonkowcowatych),

stosunek masy suchej do masy mokrej gleby i organizméw badanych (przydatne do normalizacji),

masy mokre organizméw przy kazdym pobieraniu probek; w przypadku dzdzownic masy mokre na
poczatku badania oraz przy kazdym pobieraniu prébek, przed wypréznieniem sie i po wyprdznieniu sig
organizmow,

zawarto$¢ lipidéw w organizmach badanych (jesli ustalono),
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— krzywe, pokazujace kinetyke absorpdji i eliminacji badanej substancji chemicznej w organizmach, oraz okres
czasu konieczny do osiggniecia stanu ustalonego,

— C, i C, (wraz z odchyleniem standardowym i zakresem, w stosownych przypadkach) dla wszystkich
przypadkéw pobierania probek (C, wyrazone jako g kg™! mokrej i suchej masy catego ciata, a C, wyrazone
jako g kg™! mokrej i suchej masy gleby). Jesli wymagany jest wspotczynnik akumulacji biota-gleba (np. na
potrzeby poréwnania wynikéw z dwoch lub wigkszej liczby badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
zwierzat o roéznej zawartosci lipidow), C, mozna dodatkowo wyrazi¢ jako g kg™' zawartoici lipidéw
organizmu, a C, jako g kg™! wegla organicznego w glebie,

— wspélezynnik bioakumulacji (wyrazony jako kg glebykg™! organizmuy), stala szybkosci absorpcji gleby kg
(wyrazong jako g gleby kg™! organizmu dzied™!), stata szybkosci eliminacji k, (wyrazong w dzief™);
wspdlczynnik akumulacji biota-gleba (wyrazony jako kg wegla organicznego w glebie kg™' zawartosé
lipidéw w organizmach) nalezy réwniez przedstawi¢ w sprawozdaniu,

— jesli zmierzono: procent macierzystej substancji chemicznej, metabolitéw oraz zwiazanych substancji resz-
tkowych (tj. procent badanej substancji chemicznej, ktéra nie moze zostaé poddana ekstrakeji za pomoca
powszechnych metod ekstrakeji) wykryte w glebie i zwierzetach badanych,

— metody statystyczne zastosowane do analizy danych.
Ocena wynikéw
— zgodnos¢ wynikéw z kryteriami wazno$ci wymienionymi w pkt 17,

— nieoczekiwane lub niestandardowe wyniki, np. niepelna eliminacja badanej substancji chemicznej ze zwie-
rzat badanych.
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Dodatek 1

DEFINICJE

Bioakumulacja to wzrost stezenia badanej substancji chemicznej w organizmie lub na organizmie w stosunku do
stezenia badanej substancji chemicznej w otaczajagcym Srodowisku. Bioakumulacja wynika zaréwno z procesu biokoncen-
tracji, jak i z procesu biomagnifikacji (zob. ponizej).

Biokoncentracja to wzrost stezenia badanej substancji chemicznej w/na organizmie, wynikajacy z absorpgji substancji
chemicznej wylgcznie z otaczajgcego Srodowiska (np. poprzez powierzchnie ciala oraz spozyta glebg), w stosunku do
stezenia badanej substancji chemicznej w otaczajacym $rodowisku.

Biomagnifikacja to wzrost stezenia badanej substancji chemicznej w/na organizmie, wynikajacy gtéwnie ze absorpcji
zanieczyszczonego pozywienia lub zeru, w stosunku do st¢zenia badanej substancji chemicznej w takim pozywieniu lub
zerze. Biomagnifikacja moze prowadzi¢ do przeniesienia lub akumulacji jednostki badanej w ramach sieci pokarmowych.

Eliminacja badanej substancji chemicznej stanowi strate takiej substancji chemicznej z tkanki badanego organizmu
w drodze czynnych lub biernych proceséw, przy czym taka strata zachodzi niezaleznie od obecnosci lub braku jednostki
badanej w otaczajacym Srodowisku.

Wspotczynnik bioakumulacji (BAF) w dowolnym momencie podczas etapu absorpcji w trakcie opisanego tu badania
bioakumulacji stanowi stezenie badanej substancji chemicznej w/na badanym organizmie (C, wyrazone w g-kg'! suche{'
masy organizmu) podzielone przez stezenie substancji chemicznej w otaczajagcym Srodowisku (C, wyrazone jako g'kg®
suchej masy gleby); wspolczynnik bioakumulacji wyraza sie w jednostkach kg glebykg™! organizmu.

Wspélczynnik bioakumulacji w stanie ustalonym (BAF,) to wspétczynnik bioakumulacji w stanie ustalonym, kt6ry
nie zmienia si¢ w znaczacy sposéb przez dlugi okres czasu, a stezenie badanej substancji chemicznej w otaczajacym
$rodowisku (C wyrazane jako g.kg! suchej masy gleby) jest podczas tego okresu state.

Wspétczynniki bioakumulacji obliczane bezposrednio na podstawie stosunku stalej szybkosci absorpcji gleby do stalej
szybkosci eliminacji (kg oraz k., zob. ponizej) nazywa si¢ kinetycznymi wspétczynnikami bioakumulacji (BAFy).

Wspétczynnik akumulacji biota-gleba (BSAF) stanowi stgzenie badanej substancji chemicznej o znormalizowanym
poziomie lipidéw w/na organizmie badanym, podzielone przez st¢zenie badanej substancji chemicznej o znormalizo-
wanym poziomie wegla organicznego w glebie w stanie ustalonym. C, w takim przypadku wyraza si¢ jako gkg’!
zawartosci lipidow w organizmie, a C, jako g-kg! zawartosci wegla organicznego w glebie; wspStezynnik akumulagji
biota-gleba wyraza sie w kg wegla organicznegokg! lipidow.

Plateau lub stan ustalony okresla si¢ jako rownowage miedzy procesem absorpcji a procesem eliminacji, ktore zachodza
réwnolegle podczas etapu narazenia. Stan ustalony zostaje osiagniety na wykresie wspdlczynnika bioakumulacji w czasie
w momencie, kiedy krzywa staje si¢ réwnolegla do osi czasu, a trzy nastepujace po sobie analizy wspdtczynnika
bioakumulagji, wykonane na prébkach pobranych w odstgpach co najmniej dwéch dni, réznig si¢ od siebie nie wigcej
niz w 20 % i miedzy trzema okresami pobierania probek nie ma statystyczne istotnych réznic. W przypadku badanych
substancji chemicznych, ktére wolno ulegajg absorpcji, bardziej odpowiednie bedg odstepy czasowe wynoszace siedem
dni (49).

Wspélczynnik podziatu wegiel organiczny-woda (K, to stosunek stgzenia substancji chemicznej w/na frakeji wegla
organicznego gleby i stezenia substancji chemicznej w wodzie w warunkach réwnowagi.

Wspélczynnik podzialu oktanol-woda (K,,) jest to stosunek rozpuszczalnosci substancji chemicznej w n-oktanolu
i wodzie w warunkach réwnowagi, okreslany czasami takze jako P,,. Logarytm K., (log g..) wWykorzystuje sie jako
wskaznik zdolnosci substancji chemicznej do bioakumulacji w organizmach wodnych.

Etap absorpcji lub narazenia to czas, w trakcie ktorego organizmy badane poddaje si¢ narazeniu na dzialanie badanej
substancji chemiczne;j.

Stala szybkosci absorpcji gleby (k) stanowi warto$¢ liczbowg okreslajacg szybko$¢ wzrostu stezenia jednostki badanej
w/na organizmie badanym, wynikajacego z etapu absorpcji substancji z gleby. k, wyraza si¢ jako g gleby kg™ organizmu
-1

Etap eliminacji to czas nastgpujacy po przeniesieniu organizméw badanych z zanieczyszczonego $rodowiska do $rodo-
wiska niezawierajacego jednostki badanej, kiedy to bada si¢ eliminacj¢ (lub stratg netto) substancji chemicznej z orga-
nizméw badanych.

Stala szybko$ci eliminacji (k,) stanowi warto$¢ liczbowa okreSlajacg szybko$¢ zmniejszania si¢ stezenia jednostki
badanej w/na organizmie badanym, po przeniesieniu organizméw badanych ze Srodowiska zawierajacego jednostke

badang do $rodowiska niezawierajacego danej substancji chemicznej; k, wyraza sig jako d..

Badana substancja chemiczna: jakakolwiek substancja lub mieszanina badana za pomoca niniejszej metody badawczej.
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Dodatek 2

Obliczanie parametrow absorpgji i eliminacji

Glownym punktem konicowym badania bioakumulacji jest wspolczynnik bioakumulacji. Zmierzony wspétczynnik
bioakumulacji mozna obliczy¢ poprzez podzielenie stezenia w organizmie badanym, C,, przez stezenie w glebie, C,
w stanie ustalonym. Jedli podczas etapu absorpcji nie osiggnieto stanu ustalonego, oblicza si¢ kinetyczny wspdtezynnik
bioakumulacji na podstawie stalych szybkosci zamiast wspélczynnika bioakumulacji w stanie ustalonym. Nalezy jednak
zwréci¢ uwage, czy wspolczynnik bioakumulagji jest oparty na stgzeniach w stanie ustalonym, czy tez nie.

Kinetyczny wspétczynnik bioakumulacji, stala szybkosci absorpcji (ky) i stala szybkosci eliminacji (k) uzyskuje si¢
zazwyczaj poprzez zastosowanie komputerowych, nieliniowych metod estymacji parametrycznej, np. na podstawie
modeli opisanych w (68). Jesli przyja¢ zestaw danych dotyczacych czasu sekwencyjnego stezenia i réwnania modelowe:

C, = llz_z x Co(1 — eeY) 0<t<t [réwnanie 1]
lub
C, = % x Cy(e Xl — ekt t >t [réwnanie 2]
gdzie:

= stezenie substancji chemicznej w organizmach [g kg-1 masy mokrej lub suchej],
k, = stala szybkosci absorpcji w tkance [g gleby kg-1 organizmu d-1],

= stezenie substancji chemicznej w glebie [g kg-1 masy mokrej lub suchej],

~
1l

stala szybkosci eliminacji [d-1],

t. = czas na koniec etapu absorpcji,

takie programy komputerowe obliczajg wartosci dla kinetycznego wspélczynnika bioakumulacji, kg 1 k..

Gdy stezenie tla w organizmach nienarazonych na dzialanie substancji, np. w dniu 0, rézni si¢ znacznie od zera (taka
sytuacja moze pojawic si¢ na przyklad w przypadku metali), takie stezenie tha (C, ) nalezy uwzgledni¢ w takich réwna-
niach, aby wygladaly one nastepujaco:

k
C, =Cao + f x Cs(1 — e’ke‘) 0<t<t, [réwnanie 3]
€
oraz
k
C,=Coo+ ki X Cs(e’ke(t*“) — e’ket) t >t [réwnanie 4]
€

W przypadku zaobserwowania podczas etapu absorpcji znaczacego spadku w czasie stezenia badanej substancji
chemicznej w glebie, nalezy zastosowaé nastgpujace modele, np. (67) (79):

G, = Cole™ ) [réwnanie 5]

gdzie:
C, = stezenie substancji chemicznej w glebie [g kg-1 masy mokrej lub suchej],
ko = stala szybkosci rozktadu w glebie [d-1],

Cy = poczatkowe stezenie substancji chemicznej w glebie [g kg-1 masy mokrej lub suchej].

k

= x (et — ¢Ret) 0<t<t, [réwnanie 6]
ke - l(0

Ca
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k.
C, S —kote -k tc —k(t—tc) t>t

= X € —efe“xe [rOwnanie 7]

gdzie:
= stezenie substancji chemicznej w organizmach [g kg-1 masy mokrej lub suchej],
k, = stala szybkosci absorpcji w tkance [g gleby kg-1 organizmu d-1],

ko = stala szybkosci rozkladu w glebie [d-1],

~
1}

stata szybkosci eliminacji [d-1],
t. = czas na koniec etapu absorpcji.
W przypadku osiagnigcia podczas etapu absorpcji stanu ustalonego (tj. t = eo) réwnanie 1

kg
C, = o Co(1 — eXeh) 0<t<t [réwnanie 1]
€

mozna zredukowad do:

C = E x C
a — ke S
lub
CafCs = kylk, = BAFy [réwnanie 8]

Stezenie jednostki badanej w tkance organizmu w stanie ustalonym (C,) oblicza si¢ wtedy za pomoca kyk. x C.

Wspdlczynnik akumulacji biota-gleba mozna obliczy¢ w nastepujacy sposéb:
f,

BSAF = BAF * f‘l [ré6wnanie 9]
lip

gdzie f,. stanowi frakcj¢ wegla organicznego w glebie, a fyy, frakeje lipidéw w organizmie, przy czym wartodci te nalezy
okresli¢ na podstawie probek pobranych z badania oraz, odpowiednio, na podstawie masy suchej lub mokrej.

Kinetyke eliminacji mozna modelowaé za pomocg danych z etapu eliminacji oraz poprzez zastosowanie nastgpujgcego
modelu réwnania oraz komputerowej, nicliniowej metody estymacji parametrycznej. Jesli dane pomiarowe wykreslone
w czasie wskazuja na staly wykladniczy spadek stezenia jednostki badanej w zwierzetach, do opisania przebiegu eliminacji
w czasie mozna zastosowa¢ model jednoprzedzialowy (réwnanie 9).

Glt) = Cugs x €ke! [réwnanie 10]

Procesy eliminacji czasami okazuja si¢ dwufazowe, wykazujac szybki spadek C, na wczesnych etapach, ktéry zmienia sie
w wolniejszg strate jednostek badanych na pézniejszych etapach eliminacji, np. (27) (68). Takie dwa etapy mozna
interpretowad, zakladajac, ze w organizmie istnieja dwa rézne przedzialy, z ktérych jednostka badana jest eliminowana
z r6ézng szybkoscig. W takich przypadkach nalezy przeanalizowaé odnosng literature, np. (38) (39) (40) (78).

Przy zastosowaniu modeli rownari przedstawionych powyzej parametry kinetyczne (kg i k) mozna obliczy¢ réwniez za
jednym razem, stosujgc model kinetyki reakcji pierwszego rzedu do wszystkich danych z etapu absorpeji i eliminacji
jednocze$nie. Aby poznaé opis metody, ktéra pozwala na takie polaczone obliczanie stalych szybkosci absorpcji i elimi-
nacji, mozna zapoznal si¢ z pozycjami w bibliografii (41), (73) i (70).

K
Co=|= - C(1—e*) x (m= 1)} + [k—s x Cy(eKelmt) _ Kty 5 (m = 2) [réwnanie 11]

Uwaga: Jedli parametry absorpgji i eliminacji szacuje si¢ jednocze$nie na podstawie polaczonych danych z etapu absorpcji
i eliminagji, »m« w réwnaniu 11 stanowi deskryptor, ktéry umozliwia programowi komputerowemu przypisanie
pod-terminéw réwnania do zestawdéw danych z odpowiedniego etapu oraz poprawne przeprowadzenie oceny
(m = 1 dla etapu absorpcji, m = 2 dla etapu eliminacji).

Niemniej jednak takie modele réwnari nalezy stosowaé z ostroznoscia, zwlaszcza jesli podczas badania zachodza zmiany
w biodostepnosci badanej substancji chemicznej, biodegradacja lub rozklad (zob. np. (79)).
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PRZYKEADOWE HARMONOGRAMY BADAN BIOAKUMULAC]I W GLEBIE

Badanie z wykorzystaniem dzdzownic

a) Etap absorpcji z pobieraniem prébek w 8 datach na potrzeby obliczenia kinetyki

Dzien Czynnosé

-6 kondycjonowanie przygotowanej gleby przez 48 godzin;

-4 wzbogacenie frakgji gleby roztworem substancji chemicznej; odparowanie wszelkich rozpusz-
czalnikéw; wymieszanie sktadnikéw gleby; rozprowadzenie gleby do naczyn do badania; osia-
ganie réwnowagi w warunkach badania — 4 dni (3 tygodnie w przypadku gleby wzbogaconej
metalem);

-3 do -1 oddzielenie organizméw badanych od kultury w celu ich aklimatyzacji; przygotowanie i nawil-
zenie sktadnikéw gleby;

0 pomiar temperatury i pH gleby; usuniecie probek gleby z naczyn poddawanych dzialaniu
substancji oraz kontroli rozpuszczalnika w celu okreslenia stezenia badanej substancji chemicz-
nej; dodanie porcji pozywienia; zwazenie i randomizowane rozprowadzenie organizméw do
naczyn do badania; zachowanie wystarczajacej liczby podprébek organizméw na potrzeby okre-
Slenia analitycznych wartosci dotyczacych tla, masy mokrej i suchej oraz zawartosci lipidow;
zwazenie wszystkich naczyn do badania w celu kontrolowania wilgotnosci gleby; skontrolowanie
doplywu powietrza, jesli stosuje si¢ zamkniety system badania;

1 skontrolowanie doplywu powietrza, odnotowanie zachowan organizméw i temperatury;
pobranie probek gleby i organizméw w celu okreslenia stezenia jednostki badanej;

2 takie jak w dniu 1;

3 skontrolowanie doplywu powietrza, zachowan organizméw i temperatury;

4 takie jak w dniu 1;

5-6 takie jak w dniu 3;

7 takie jak w dniu 1; dodanie porcji pozywienia; kontrola wilgotnosci gleby poprzez ponowne
zwazenie naczyn do badania oraz uzupelnienie odparowanej wody;

8-9 takie jak w dniu 3;

10 takie jak w dniu 1;

11-13 takie jak w dniu 3;
14 takie jak w dniu 1; dodanie porcji pozywienia; kontrola wilgotnosci gleby poprzez ponowne
zwazenie naczyn do badania oraz uzupelnienie odparowanej wody;
15-16 takie jak w dniu 3;
17 takie jak w dniu 1;
18-20 takie jak w dniu 3;
21 takie jak w dniu 1; pomiar temperatury i pH gleby; kontrola wilgotnosci gleby poprzez ponowne

zwazenie naczyn do badania; koniec etapu absorpcji; przeniesienie organizméw z pozostatych
poddawanych narazeniu replikatéw do naczyn zawierajacych czysta glebe w celu rozpoczecia
etapu eliminacji (bez wyprdzniania si¢ organizméw); pobranie probek gleby i organizméw
z kontroli rozpuszczalnika.

Czynnosci wykonywane przed narazeniem (etap osiggania réwnowagi) nalezy zaplanowac
w czasie, uwzgledniajac wlasciwosci badanej substancji chemicznej.

Czynnosci opisane dla dnia 3 nalezy wykonywaé codziennie (przynajmniej w dni robocze).
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b) Etap eliminacji

Dzien

Czynnosé

-6

przygotowanie i nawilzenie skladnikéw gleby; kondycjonowanie przygotowanej gleby przez
48 godzin;

wymieszanie sktadnikéw gleby; rozprowadzenie gleby do naczyn do badania; inkubacja w warun-
kach badania przez 4 dni;

0 (koniec etapu
absorpgji)

pomiar temperatury i pH gleby; wazenie i randomizowane rozprowadzenie organizméw do
naczyn do badania; dodanie porcji pozywienia; przeniesienie organizméw z pozostalych
poddawanych narazeniu replikatow do naczyii zawierajacych czysta glebe; pobranie prébek
gleby i organizméw po 4-6 godzinach w celu okreslenia stezenia badanej substancji chemicznej;

skontrolowanie doplywu powietrza, odnotowanie zachoward organizméw i temperatury;
pobranie probek gleby i organizméw w celu okreslenia stezenia badanej substancji chemicznej;

takie jak w dniu 1;

skontrolowanie doplywu powietrza, zachowan organizméw i temperatury;

takie jak w dniu 1;

5-6

takie jak w dniu 3;

takie jak w dniu 1; dodanie porcji pozywienia; kontrola wilgotnosci gleby poprzez ponowne
zwazenie naczyn do badania oraz uzupelnienie odparowanej wody;

8-9

takie jak w dniu 3;

10

takie jak w dniu 1;

11-13

takie jak w dniu 3;

14

takie jak w dniu 1; dodanie porcji pozywienia; kontrola wilgotnosci gleby poprzez ponowne
zwazenie naczyii do badania oraz uzupelnienie odparowanej wody;

15-16

takie jak w dniu 3;

17

takie jak w dniu 1;

18-20

takie jak w dniu 3;

21

takie jak w dniu 1; pomiar temperatury i pH gleby; kontrola wilgotnosci gleby poprzez ponowne
zwazenie naczyii do badania; pobranie prébek gleby i organizméw z kontroli rozpuszczalnika.

Przygotowanie gleby przed rozpoczeciem etapu eliminacji nalezy przeprowadzaé w taki sam
sposéb, w jaki mialo to miejsce w przypadku etapu absorpcji.

Czynnodci opisane dla dnia 3 nalezy wykonywal codziennie (przynajmniej w dni robocze).

Badanie z wykorzystaniem wazonkowcowatych

a) Etap absorpcji z pobieraniem prébek w 8 datach na potrzeby obliczenia kinetyki

Dzieni

Czynnosé

-6

kondycjonowanie przygotowanej gleby przez 48 godzin;

-4

wzbogacanie frakeji gleby roztworem substancji chemicznej; odparowanie wszelkich rozpusz-
czalnikdéw; wymieszanie skladnikéw gleby; rozprowadzenie gleby do naczyn do badania; osig-
ganie réwnowagi w warunkach badania — 4 dni (3 tygodnie w przypadku gleby wzbogaconej
metalem);
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Dzien Czynnosé¢
-3 do -1 oddzielenie organizméw badanych od kultury w celu ich aklimatyzacji; przygotowanie i nawil-
zenie skladnikéw gleby;

0 pomiar temperatury i pH gleby; usunigcie probek gleby z naczyn poddawanych dziataniu
substangji oraz kontroli rozpuszczalnika w celu okreslenia stezenia badanej substancji chemicz-
nej; dodanie porcji pozywienia; zwazenie i randomizowane rozprowadzenie organizméw do
naczyn do badania; zachowanie wystarczajacej liczby podprobek organizméw na potrzeby okre-
Slenia analitycznych wartosci dotyczacych tla, masy mokrej i suchej oraz zawartosci lipidow;
zwazenie wszystkich naczyn do badania w celu kontrolowania wilgotnosci gleby; skontrolowanie
doplywu powietrza, jesli stosuje si¢ zamknigty system badania;

1 skontrolowanie doplywu powietrza, odnotowanie zachowan organizméw i temperatury;
pobranie probek gleby i organizméw w celu okreslenia stezenia jednostki badanej;

2 takie jak w dniu 1;

3 skontrolowanie doplywu powietrza, zachowari organizméw i temperatury;

4 takie jak w dniu 1;

5-6 takie jak w dniu 3;

7 takie jak w dniu 1; dodanie porcji pozywienia; kontrola wilgotnosci gleby poprzez ponowne
zwazenie naczyn do badania oraz uzupelnienie odparowanej wody;

9 takie jak w dniu 1;

10 takie jak w dniu 3;

11 takie jak w dniu 1;

12-13 takie jak w dniu 3;
14 takie jak w dniu 1; dodanie porcji pozywienia; pomiar temperatury i pH gleby; kontrola wilgot-

nosci gleby poprzez ponowne zwazenie naczyn do badania; koniec etapu absorpcji; przeniesienie
organizméw z pozostalych poddawanych narazeniu replikatéw do naczyn zawierajacych czysta
glebe w celu rozpoczecia etapu eliminacji (bez wyprdzniania si¢ organizmdw); pobranie probek
gleby i organizméw z kontroli rozpuszczalnika.

Czynno$ci wykonywane przed narazeniem (etap osiggania rownowagi) nalezy zaplanowal
w czasie, uwzgledniajac wlasciwosci badanej substancji chemicznej.

Czynnosci opisane dla dnia 3 nalezy wykonywaé codziennie (przynajmniej w dni robocze).
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Dodatek 4

Gleba sztuczna — zalecenia dotyczace jej przygotowania i przechowywania

Jako ze gleby naturalne z konkretnego Zrédta moga nie by¢ dostgpne przez caly rok, a organizmy rodzime oraz obecnosé
mikrozanieczyszczeni mogg mie¢ wplyw na badanie, w opisanym tu badaniu zaleca si¢ stosowanie podloza sztucznego,
sztucznej gleby zgodnie z rozdzialem C.8 niniejszego zalacznika, Toksycznos¢ dla dzdzownic (48). W takiej glebie
przezyé, rozwijaé si¢ i rozmnaza¢ moze kilka gatunkow badanych, a takze zapewnia si¢ w ten sposéb maksymalng
standaryzacje oraz poréwnywalno$¢ warunkéw badania i hodowli w ramach danego laboratorium oraz miedzy labora-
toriami.

Skfadniki gleby

Torf: 10 % Torf z rozkladu torfowca (Sphagnum), zgodnie z wytyczng OECD nr 207
(48);
Piasek kwarcowy: 70 % Pprzemystowy piasek kwarcowy (wysuszony powietrzem); wielko$¢ ziaren:

ponad 50 % czastek powinna mieSci¢ si¢ w przedziale 50-200 pum, ale
wszystkie czastki powinny by¢ < 2 mm;

Glinka kaolinowa: 20 % Zawarto$¢ kaolinitu > 30 %;

Weglan wapnia: <1% CaCOj;, sproszkowany, chemicznie czysty.

Opcjonalnie zawarto$¢ wegla organicznego w glebie sztucznej mozna zmniejszy¢, np. poprzez obnizenie zawartosci torfu
do 4-5 % suchej gleby oraz odpowiednie zwigkszenie zawartosci piasku. Dzigki takiemu zmniejszeniu zawarto$ci wegla
organicznego mogg zmniejszy¢ sie mozliwosci adsorpcji badanej substancji chemicznej do gleby (wegiel organiczny),
a dostepno$¢ badanej substancji chemicznej dla organizméw moze wzrosnaé (74). Wykazano, ze gatunki Enchytraeus
albidus i Eisenia fetida moga spelnia¢ warunki waznosci dotyczace rozmnazania, jesli bada si¢ je w glebach naturalnych
o0 nizszej zawartoéci wegla organicznego, np. 2,7 % (33) (61), oraz istnieja doswiadczenia pokazujace, Ze pozwala na to
réwniez zastosowanie gleby sztucznej przy zawartosci torfu na poziomie 5 %.

Przygotowanie

Suche skladniki gleby dokladnie si¢ miesza (np. w duzym mieszalniku laboratoryjnym). Taka czynno$¢ nalezy przepro-
wadzi¢ okolo tygodnia przed rozpoczgciem badania. Wymieszane suche skladniki gleby nalezy nawilzy¢ dejonizowana
wodg co najmniej 48 godzin przed zastosowaniem badanej jednostki, w celu wyréwnania/stabilizacji kwasowosci. W celu
okreslenia pH stosuje si¢ mieszaning gleby i roztworu 1 M KCl w stosunku 1:5. Jesli warto$¢ pH nie miesci si¢
w wymaganym przedziale (6,0 + 0,5), do gleby dodaje si¢ odpowiednig ilo§¢ CaCO; lub przygotowuje si¢ nowa partie
gleby.

Maksymalng zdolno$¢ zatrzymywania wody gleby sztucznej okresla si¢ zgodnie z ISO 11268-2 (35). Co najmniej dwa
dni przed rozpoczeciem badania suchg glebe sztuczna nawilza si¢ poprzez dodanie odpowiedniej ilosci wody dejonizo-
wangj lub regenerowanej w celu uzyskania okolo polowy koricowej zawartosci wody. Koricowa zawarto$¢ wody powinna
wynosi¢ 40-60 % maksymalnej zdolnosci zatrzymywania wody. Na poczatku badania uprzednio nawilzona glebe dzieli
si¢ na liczbe partii odpowiadajaca liczbie badanych stezen oraz kontroli zastosowanych w badaniu, a zawarto$¢ wilgoci
dostosowuje si¢ do poziomu 40-60 % maksymalnej zdolnosci zatrzymywania wody poprzez zastosowanie roztworu
jednostki badanej lub poprzez dodanie wody dejonizowanej lub regenerowanej. Zawartos¢ wilgoci okresla si¢ na poczatku
i na koncu badania (przy temperaturze 105 °C). Zawarto$¢ wilgoci powinna by¢ optymalna dla wymogéw dotyczacych
danego gatunku (zawarto$¢ wilgoci sprawdza si¢ w nastgpujacy sposob: jesli glebe delikatnie Scisnie si¢ w dloni, miedzy
palcami powinny pojawic si¢ kropelki wody).

Przechowywanie

Suche skladniki gleby sztucznej mozna, do czasu ich wykorzystania, przechowywaé w temperaturze pokojowej. Przygo-
towang i uprzednio nawilzong glebe mozna przed wzbogaceniem przechowywac w chlodnym miejscu przez maksymalny
okres trzech dni; nalezy dolozy¢ staran, by zminimalizowa¢ odparowanie wody. Glebe wzbogacona jednostka badana
nalezy zastosowaé niezwlocznie, chyba Ze istnieja informacje wskazujace, Ze dang glebe mozna przechowywaé bez
wplywu dla toksycznosci i biodostgpnosci jednostki badanej. Probki wzbogaconej gleby mozna nastgpnie, do czasu
ich analizy, przechowywa¢ w warunkach zalecanych dla danej jednostki badanej.
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Dodatek 5

Gatunki skaposzczetéw ladowych zalecane do wykorzystania w badaniu bioakumulacji z gleby

Dzdzownice

Zaleca si¢ wykorzystanie w badaniu gatunku Eisenia fetida (Savigny 1826), nalezacego do rodziny dzdzownicowatych. Od
1972 r. rozréznia si¢ dwa podgatunki tego gatunku (Eisenia fetida i Eisenia andrei (10)). Wedlug Jaenike (36) s to dwa
prawdziwie osobne gatunki. Eisenia fetida mozna fatwo rozpoznaé dzigki jej jasnym z6ttym paskom miedzy segmentami,
za$ FEisenia andrei charakteryzuje si¢ jednolita ciemnoczerwona barwa. Gatunki te pochodzg prawdopodobnie z regionu
Morza Czarnego, a obecnie wystepuja na calym S$wiecie, zwlaszcza w siedliskach modyfikowanych przez dzialalnosé
cztowieka, na przyklad w pryzmach kompostowych. Organizmy obydwu tych gatunkéw mozna wykorzystywal do
badan ekotoksykologicznych i badan bioakumulacji.

Eisenia fetida i Eisenia andrei sa dostgpne na rynku, np. jako przyngta na ryby. W poréwnaniu z innymi dzdZownicami
z rodziny dzdzownicowatych organizmy te maja krétki cykl zycia i osiagaja dojrzalos¢ w ciagu ok. 2-3 miesiecy (W
temperaturze pokojowej). Optymalng dla nich temperaturg jest ok. 20-24 °C. Gatunki te preferujg wzglednie wilgotne
podloza z prawie neutralnym pH oraz wysoka zawartoicig materialu organicznego. Jako ze od okoto 25 lat powszechnie
wykorzystuje si¢ je w zestandaryzowanych badaniach ekotoksykologicznych, ich hodowla jest dobrze opisana (48) (77).

Obydwa gatunki mozna hodowa¢ w réznych odchodach zwierzgcych. Pozywka hodowlang zalecang przez I1SO (35) jest
mieszanina obornika konskiego lub krowiego oraz torfu w stosunku 50:50. Taka pozywka powinna mie¢ warto$¢ pH na
poziome okoto 6 do 7 (regulowane weglanem wapnia), niskie przewodnictwo jonowe (nizsze niz 6 mS/cm lub nizsze niz
0,5 % stezenia soli) oraz nie powinna by¢ zbyt zanieczyszczona amoniakiem lub zwierzecym moczem. Mozna takze
zastosowaé dostepng na rynku glebe ogrodniczg niezawierajgca dodatkow lub tez glebe sztuczng zgodnie z OECD (48),
lub tez mieszaning takich dwéch gleb w proporcji 50:50. Podloze powinno by¢ wilgotne, ale nie zbytnio mokre. Do
hodowli odpowiednie s skrzynki hodowlane o pojemnosci od 10 do 50 litréw.

Aby uzyska¢ organizmy o standardowym wieku i masie, hodowle najlepiej rozpocza¢ z zastosowaniem kokonéw. W tym
celu doroste organizmy dodaje si¢ do skrzynki hodowlanej zawierajacej $wieze podtoze w celu wytworzenia kokondw.
Doswiadczenie pokazuje, Ze dobre wskazniki rozmnazania uzyskuje si¢ przy zageszczeniu na poziomie okolo 100
dorostych organizméw na kg podloza (masa mokra). Po 28 dniach usuwa si¢ doroslte organizmy. Dzdzownice wyklute
z kokondéw wykorzystuje si¢ do badania w chwili, gdy osiagng one dojrzato$¢ po co najmniej 2 miesigcach, lecz nie
dtuzej niz po 12 miesiacach.

Organizmy z gatunkéw opisanych powyzej mozna uznal za zdrowe, jesli przekopuja sie przez podloze, nie prébuja
opusci¢ podloza oraz rozmnazajg si¢ w sposob ciagly. Bardzo powolne poruszanie si¢ lub zélta tylna koncéowka (w
przypadku Eisenia fetida) wskazuja na zuzycie podtoza. W takim przypadku zaleca si¢ zastosowanie $wiezego podtoza lub
mniejszej liczby zwierzat na jedng skrzynke.

Dodatkowa wybrana bibliografia

Gerard BM (1964). Synopsis of the British fauna. No. 6 Lumbricidae. Linnean Soc. Londyn, 6: 1-58.

Graff O (1953). Die Regenwiirmer Deutschlands. Schr. Forsch. Anst. Landwirtsch. 7: 1-81.

Rombke J, Egeler P, Fiill C (1997). Literaturstudie tiber Bioakkumulationstests mit Oligochaeten im terrestrischen Medium.
Bericht fiir das UBA F + E 206 03 909, 86 S.

Rundgren S (1977). Seasonality of emergence in lumbricids in southern Sweden. Oikos 28: 49-55.
Satchell JE (1955). Some aspects of earthworm ecology. Soil Zoology (Kevan): 180-201.
Sims RW and Gerard BM (1985). A synopsis of the earthworms. Linnean Soc. Londyn 31: 1-171.

Tomlin AD (1984). The earthworm bait market in North America. In: Earthworm Ecology — from Darwin to vermicul-
ture. Satchell, J.E. (ed.), Chapman & Hall, Londyn. 331-338 s.

Wazonkowcowate

Zaleca si¢ wykorzystanie w badaniu gatunku Enchytraeus albidus Henle 1837. Enchytraeus albidus jest jednym z najwigkszych
(do 15 mm) gatunkéw z rodziny wazonkowcowatych, typ: pierscienice, klasa: skaposzczety, oraz wystepuje na catym
$wiecie (8). Organizmy tego gatunku mozna spotka¢ w siedliskach morskich, limnicznych i ladowych, gléwnie w rozkla-
dajacej si¢ materii organicznej (wodorosty, kompost), oraz rzadziej takze na akach (42). Ta duza tolerancja ckologiczna
oraz niektére odmiany morfologiczne wskazujg, ze w przypadku tego gatunku moga istnie¢ rdzne rasy.

Enchytraeus albidus jest dostepny na rynku, sprzedawany jako pokarm dla ryb. Nalezy sprawdzi¢, czy kultura nie jest
zanieczyszczona innymi, zazwyczaj mniejszymi, gatunkami (60). Jesli takie zanieczyszczenie wystepuje, wszystkie orga-
nizmy badane nalezy umy¢ w wodzie na szalkach Petriego. Nastgpnie w celu rozpoczecia nowej kultury wybiera si¢ duze
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doroste osobniki z gatunku Enchytraeus albidus (z pomocg mikroskopu stereoskopowego). Wszystkie inne organizmy
odrzuca sig. Cykl zycia tego gatunku jest krotki i organizmy osiggaja dojrzalos¢ w okresie od 33 dni (przy temperaturze
18 °C) do 74 dni (przy temperaturze 12 °C). W badaniu nalezy wykorzysta¢ wylacznie kultury przechowywane w labo-
ratorium przez okres co najmniej 5 tygodni bez zadnych probleméw (jedno pokolenie).

Inne gatunki z rodzaju Enchytraeus rowniez nadaja si¢ do wykorzystania w badaniu, zwlaszcza Enchytraeus luxuriosus.
Organizmy tego gatunku sg prawdziwymi mieszkaricami gleby, co zostalo opisane w (65). W przypadku wykorzystania
innych gatunkéw Enchytraeus nalezy je wyraznie zidentyfikowaé oraz przedstawi¢ uzasadnienie wyboru gatunku.

Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992) jest gatunkiem nalezacym do tej samej grupy co Enchytraeus luxuriosus. Nie
ma pewnosci, czy gatunek ten zyje na polach, jako Ze jego opisy dotycza wylacznie kultur dzdZownic i pryzm kompos-
towych (Rombke 2003). Tym samym nieznane s3 jego pierwotne wymagania ekologiczne. Niemniej jednak niedawne
badania laboratoryjne z wykorzystaniem réznych gleb naturalnych potwierdzily, ze gatunek ten ma duza tolerancj¢ na
wlasciwosci gleby, takie jak pH i tekstura (Jansch i in. 2005). Ostatnio gatunek ten czesto wykorzystuje si¢ w badaniach
ekotoksykologicznych z uwagi na latwo$¢ jego hodowli i badania, np. Kuperman i in. 2003). Jednak w pordéwnaniu
z Enchytraeus albidus jest to gatunek o malym rozmiarze (3-12 mm; $rednio 7 mm (Westheide & Miiller 1996)), co
utrudnia jego stosowanie. Przy wykorzystaniu tego gatunku, zamiast Enchytraeus albidus, rozmiar naczynia do badania
moze by¢ mniejszy, lecz nie musi. Ponadto nalezy wzigé¢ pod uwage, ze ten gatunek rozmnaza si¢ bardzo szybko i jego
czas trwania pokolenia wynosi mniej niz 20 dni przy temperaturze 20 + 2°C (Achazi i in. 1999), a nawet krocej
w wyzszych temperaturach.

Organizmy z gatunku Enchytraeus albidus (a takze inne gatunki z rodzaju Enchytraeus) mozna hodowaé w duzych plas-
tikowych skrzyniach (np. o wymiarach 30 x 60 x 10 cm lub 20 x 12 x 8 cm, ktére s3 odpowiednie do hodowli
organizméw malego rozmiaru) wypelnionych mieszaning gleby sztucznej i dostepnej na rynku niezanieczyszczonej gleby
ogrodowej niezawierajacej dodatkoéw. Nalezy unikaé kompostu, poniewaz moze on zawieral toksyczne substancje
chemiczne, na przyklad metale cigzkie. Przed wykorzystaniem gleby hodowlanej nalezy z niej usunaé faung poprzez
trzykrotne glebokie zamrazanie. Mozna takze wykorzysta czysta glebe sztuczng, jednak szybko$¢ rozmnazania moze byé
wtedy mniejsza niz wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu podloza mieszanego. Podloze powinno mie¢ pH na poziomie
6,0 £ 0,5. Kultur¢ przechowuje si¢ w inkubatorze w temperaturze 15 + 2 °C, bez $wiatta. We wszystkich przypadkach
nalezy unika¢ temperatury wyzszej niz 23 °C. Gleba sztuczna/naturalna powinna by¢ wilgotna, lecz nie mokra. Gdy glebe
delikatnie $ci$nie si¢ w dloni, migdzy palcami powinny pojawi¢ si¢ jedynie male krople wody. We wszystkich przypad-
kach nalezy unika¢ warunkéw beztlenowych (np. jesli stosuje si¢ pokrywe, nalezy wykona¢ odpowiednia liczbe otworéw
w pokrywie w celu zapewnienia wystarczajacej wymiany powietrza). Gleba hodowlana powinna by¢ napowietrzana
poprzez ostrozne wymieszanie jej raz w tygodniu.

Organizmy nalezy karmi¢ raz w tygodniu ad libitum platkami owsianymi, ktére umieszcza si¢ w zaglebieniu na
powierzchni gleby i przykrywa gleba. Jesli w pojemniku pozostalo pozywienie z poprzedniego karmienia, ilo§¢ podawa-
nego pozywienia nalezy odpowiednio dostosowad. Jesli na pozostalym pozywieniu wyrosly grzyby, nalezy je wymieni¢ na
nowg porcje platkéw owsianych. W celu stymulowania rozmnazania co dwa tygodnie do platkéw owsianych mozna
doda¢ dostepny na rynku proszek proteinowy z witaminami. Po trzech miesigcach zwierzeta przenosi si¢ do $wiezo
przygotowanej kultury lub podloza do hodowli. Platki owsiane, ktére nalezy przechowywaé w szczelnie zamykanych
naczyniach, nalezy autoklawowa¢ lub podgrzaé, aby unikng¢ infekcji przenoszonych przez roztocza zerujgce na pokar-
mach suchych (np. Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina) lub roztocza drapiezne (np. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles,
Gamasida, Acarina). Po zdezynfekowaniu pozywienie si¢ mieli, aby mozna je bylo latwo rozmiesci¢ na powierzchnie
gleby. Innym mozliwym Zrédlem pozywienia sa drozdze piekarskie lub pokarm dla ryb TetraMin®.

Zasadniczo warunki hodowli s3 wystarczajace, jesli organizmy nie staraja si¢ opusci¢ podloza, przekopuja sie szybko
poprzez glebe, majg 1$nigcg zewnetrzng powloke bez przyklejajacych sie do niej czastek gleby, majg mniej wigcej biatawa
barwe oraz jesli widoczne s3 organizmy w réznym wieku. Organizmy mozna uznaé za zdrowe, jeSli rozmnazaja si¢
w sposob ciagly.

Dodatkowa wybrana bibliografia
Achazi RK, Frohlich E, Henneken M, Pilz C (1999). The effect of soil from former irrigation fields and of sewage sludge

on dispersal activity and colonizing success of the annelid Enchytraeus crypticus (Enchytracidae, Oligochacta). Newsletter on
Enchytraeidae 6: 117-126.

Jansch S, Amorim MJB, Rombke J (2005). Identification of the ecological requirements of important terrestrial ecotoxi-
cological test species. Environ. Reviews 13: 51-83.

Kuperman RG, Checkai RT, Simini M, Phillips CT, Kolakowski JE, Kurnas CW, Sunahara GI (2003). Survival and
reproduction of Enchytraeus crypticus (Oligochaeta, Enchytraeidae) in a natural sandy loam soil amended with the nitro-
heterocyclic explosives RDX and HMX. Pedobiologia 47: 651-656.

Rombke ] (2003). Ecotoxicological laboratory tests with enchytraeids: A review. Pedobiologia 47: 607-616.

Westheide W i Graefe U (1992). Two new terrestrial Enchytraeus species (Oligochaeta, Annelida). J. Nat. Hist. 26:
479-488.

Westheide W i Miiller MC (1996). Cinematographic documentation of enchytraeid morphology and reproductive biology.
Hydrobiologia 334: 263-267."




	Rozporządzenie Komisji (UE) nr 260/2014 z dnia 24 stycznia 2014 r. zmieniające, w celu dostosowania do postępu technicznego, rozporządzenie (WE) nr 440/2008 ustalające metody badań zgodnie z rozporządzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwoleń i stosowanych ograniczeń w zakresie chemikaliów (REACH) (Tekst mający znaczenie dla EOG)

