






Приложение № 2

към § 2

Приложение № 3 към чл. 3, ал. 2 се изменя и допълва така:

1. В раздел „Съдържание”: 

а) В част „А: Методи за определяне на физикохимични свойства” след ред „А.20. Разтваряне/екстракция на полимери във вода” се създава ред „А. 21. Оксидиращи свойства (течности)”.

б) В част „В Методи за определяне на токсикологичните свойства”:

аа) думите „В.1.бис Остра токсичност (орална) – метод с фиксирана доза” се заменят с „В.1. бис Остра орална токсичност – метод с фиксирани дози”.

бб) думите „В. 1. трис Остра токсичност (орална) – метод за клас остра токсичност” се заменят с „В. 1. трис Остра орална токсичност – метод клас остра токсичност”.

вв) думите „В. 4. Остра токсичност (кожно дразнене)” се заменят с „В. 4. Остра токсичност - кожно дразнещо/корозивно действие”.

гг) думите „ В. 5. Остра токсичност (очно дразнене)” се заменят с „ В. 5. Остра токсичност” -  очно дразнещо/корозивно действие”.

дд) думите „В. 31. Изпитване за тератогенност – гризачи и не-гризачи” се заменят с  „В. 31. Изпитване за оценка на токсичността върху пренаталното развитие”.

ее) думите „В.35. Изпитване на токсичността за размножаване в две поколения” се заменят с „В. 35. Изпитване за репродуктивна токсичност в две поколения”.

жж) след ред „В.41. Фототоксичност – изпитване in-vitro за фототксичност чрез поглъщане на неутрално червено от ЗТЗ” се създават ред „В. 42. Кожна сенсибилизация - изпитване на локалните лимфни възли” и ред „В. 43. Невротоксикологично изпитване при гризачи”.

в) В част „С: Методи за определяне на екотоксикологичните свойства” след ред „С.20. Изследване на репродукцията при Daphnia magna”се създават  редове „С. 21. Почвени микроорганизми – изпитване на азотната трансформация”, „С. 22. Почвени микроорганизми – изпитване на въглеродната трансформация”, „С. 23. Аеробна и анаеробна трансформация в почви” и „С. 24. Аеробна и анаеробна трансформация във водно-седиментни системи”.

2. В част „А: Методи за определяне на физикохимични свойства” след  метод „А.20. Разтваряне/екстракция на полимери във вода” се създава метод А. 21:

„A.21. ОКСИДИРАЩИ СВОЙСТВА (ТЕЧНОСТИ)
1. МЕТОД

1.1. ВЪВЕДЕНИЕ

Този метод за изпитване е предназначен за определяне способността на течно вещество да повишава скоростта на изгаряне или интензитета на горене на запалимо вещество или възможността да образува смес със запалимо вещество‚ която да се възпламенява спонтанно при пълното им смесване. Той се основава на метода на ООН за оксидиращи течности (1) и е еквивалентен на него. Тъй като метод A.21 е предназначен преди всичко да огговори на изискванията на Наредбата за реда и начина за класифициране, опаковане и етикетиране на химични вещества и препарати, се изисква да се направи сравнение с поне едно сравнително вещество. Може да се наложи провеждането на допълнителни изпитвания и сравнения с допълнителни сравнителни вещества, когато се очаква резултатите от изпитването да бъдат използвани за други цели (
). 

Този метод не може да бъде използван, когато проучването на структурната формула докаже, че веществото не може да реагира екзотермично със запалим материал. 

Необходимо е, преди провеждане на изпитването, да се разполага с предварителна информация за евентуалните експлозивни свойства на веществото.

Този метод не се прилага за твърди вещества, газове, експлозивни или лесно запалими вещества, или органични пероксиди.

Не е необходимо провеждането на това изпитване, когато вече има налични резултати за изпитваното вещество по метода на ООН за оксидиращи течности (1). 

1.2. ОПРЕДЕЛЕНИЯ И МЕРНИ ЕДИНИЦИ

Средно време за повишаване на налягането е средноаритметичната стойност от измерените времена, за които изпитваната смес предизвиква повишаване на налягането от 690 kPa до 2 070 kPa над атмосферното налягане.
1.3.  Сравнителни вещества
Като сравнително вещество(
) се използва воден разтвор 65 тегл. % (w/w) на азотна киселина (химически чиста за анализ). 

В случаите, когато лицето, провеждащо изпитването предполага, че резултатите от това изпитване могат да бъдат използвани за други цели (
), е подходящо да се проведе изпитване с допълнителни сравнителни вещества.

1.4. ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Течността, която ще бъде изпитвана, се смесва в тегловно съотношение 1:1 с фибриларна (нишковидна) целулоза и се напълва в съд под налягане. Ако по време на смесването или при напълването в съда под налягане възникне спонтанно запалване, не е необходимо по- нататъшно изпитване. 

Ако не възникне спонтанно запалване се провежда цялото изпитване. Сместа се нагрява в съда под налягане, докато налягането се повиши от 690 kPa дo 2 070 kPa над атмосферното налягане, като се отчита средното време за повишаване на налягането. Това време се сравнява със средното време за повишаване на налягането на смес в съотношение 1:1 сравнително вещество и целулоза.

1.5. КРИТЕРИИ ЗА КАЧЕСТВО

В серии от по пет опита за едно вещество резултатите не трябва да се различават с повече от 30 % от средната аритметичната стойност. Резултати, които се различават с повече от 30 % от средната аритметична стойност не се вземат под внимание, процедурите по смесване и напълване се оптимизират и изпитването се повтаря.

1.6. ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.6.1 Подготовка

1.6.1.1 Запалимо вещество

Като запалим материал се използва изсушена фибриларна целулоза с дължина на нишките между 50 и 250 μm и среден диаметър 25 μm (
). Слой от материала с дебелина не повече от 25 mm се суши до постоянно тегло при 105°C за 4 часа и се съхранява  в ексикатор в присъствие на сушител‚ докато изстине и стане подходящ за използване. Съдържанието на вода в сухия остатък целулоза (в проба) трябва да бъда по-малко от 0,5 % от сухата маса (
). Ако е необходимо, времето на сушене се удължава до постигане на тези параметри (
). По време на изпитването трябва да се използва целулоза от същата партида. 

1.6.1.2 Апаратура

1.6.1.2.1 Съд под налягане

Изисква се съд под налягане. Съдът представлява цилиндричен стоманен съд под налягане с дължина 89 mm и 60 mm външен диаметър (виж фигура 1). Двете страни се обработват механично от срещуположните страни (намалявайки напречното сечение на съда до 50 mm), за да се подобри прикрепването при  монтирането на  запалващата втулка и вентилационният калибър-пробка (вентилационният калибър за вътрешни повърхнини).) Съдът, който има отвор с диаметър 20 mm, е вътрешно  вдълбан във всеки един край до дебелина 19 mm и резбован така,  че да бъде поставена  1/2″ тръба по Британски стандарт (BSP) или метричен еквивалент. Приспособлението за понижаване на налягането под формата на странично разклонение е завинтено към закръглената странична повърхнина на съда под налягане на 35 mm oт едния край и е на  90° спрямо механично обработените страни. Преходният елемент за това е пробит до 12 mm дълбочина и резбован‚ за да може да се постави тръба по Британски стандарт (BSD) (или метричен еквивалент) с резба 1/2″ в края на разклонението. Ако е необходимо, се използва инертно уплътнение, за да се осигури неподвижна газонепропусклива свръзка (добро херметизиране). Разклонението продължава 55 mm зад тялото на съда под налягане и  има 6 mm отвор. Краят на разклонението е вжлебен и е резбован‚ за да приеме датчика за налягане във вид на диафрагма. За измерване на налягането може да бъде използван всякакъв уред, при условие, че не се влияе от горещи газове или разграждащи се продукти и може да отговори на повишаващото се налягане в интервала 690-2 070 kPa в рамките на не повече от 5 ms.

Най - отдалеченият от разклонението край на съда под налягане е затворен със запалващата втулка, която е свързана с два електрода - единият изолиран, а другият заземен към тялото на втулката. Другият край на съда под налягане е затворен с предпазна мембрана (предпазваща от допустимо налягане приблизително  2 200 kPa), здраво неподвижно закрепена за  спирателния клапан, който има 20 mm отвор. Ако е необходимо, се използва уплътнение от инертен материал със запалващата втулка, за да се осигури непропусклива за газове неподвижна сглобка. Поддържаща стойка (фигура 2) държи апаратурата на подходящата височина при употребата и. Обикновено тя се състои от мека стоманена пластина с размери 235 mm x 184 mm x 6 mm и 185 mm дълга квадратна куха част (S.H.S.) 70 mm x 70 mm x 4 mm. 

Частта е скосена от всяка от двете срещуположни страни в единия край по дължина, така че структурата формира цялостен кутиеобразен профил с две плоски подпори‚ издигащи се на 86 mm височина. Краищата на тези плоски подпори са прорязани под ъгъл 60° към хоризонтала и са заварени към основата на пластината. Прорез с размери 22 mm ширина  и 46 mm дълбочина се изработва механично в горния край на основната куха част от едната и страна така, че когато съдът под налягане се смъква надолу‚ запалващата втулка се спира първа в поддържащия кутиеобразен профил‚ а разклонението се разполага в прореза. Стоманен детайл 30 mm широк и 6 mm дебел е заварен към по - ниската вътрешна повърхност на кутията и действа като  дистанционен елемент (раздалечител). Два 7 mm винта с крилчати глави, поставени на срещуположната повърхност, задържат неподвижен на място съда под налягане. Две 12 mm широки шини от стомана с дебелина 6 mm, заварени към стената на детайлите, допиращи се към основата на кутиеобразния профил, поддържат отдолу съда под налягане.

1.6.1.2.2 Система за запалване

Системата за запалване се състои от 25 cm дълга Ni/ Cr жица с диаметър 0,6 mm и  съпротивление 3.85 Ω/m. Жицата се намотава чрез използване на мотовилка с диаметър 5 mm под формата на серпентина и се прикрепя към електродите на запалващата втулка. Серпентината трябва да има формата на някоя от конфигурациите, показани на фигура 3. Разстоянието между дъното на съда и долната повърхност на запалващата серпентина трябва да бъде 20 mm. Ако електродите не са регулируеми, краищата на запалващата жица между серпентината и дъното на съда трябва да бъдат изолирани с керамична обвивка. Жицата се загрява чрез постоянен електроизточник, осигуряващ поне 10 A ток.

1.6.2 Извършване на изпитването (
)
Апаратурата, напълно сглобена с датчик за налягане и нагряваща система, но без поставена предпазна мембрана, се поддържа от запалваща втулка в долния край. 2,5 g от изпитваната течност се смесват с 2,5 g изсушена целулоза в стъклена чаша чрез използване на стъклена пръчка за разбъркване (
). За осигуряване на безопасност, смесването трябва да бъде извършвано зад защитен екран. Ако сместа се запали по време на смесването или напълването, не е необходимо провеждането на изпитването до край. Сместа се вкарва на малки порции в съда под налягане, като трябва да се следи сместа да се натрупва около изгарящата серпентина и  да е в добър контакт с нея. Важно е серпентината да не се изкриви по време на процеса на натрупване, тъй като това може да доведе до погрешни резултати (
). Предпазната мембрана е поставена и спирателния клапан е плътно притиснат. Напълненият съд се монтира върху  поддържащата стойка, при което краят с предпазната мембрана сочи нагоре. Стойката трябва да бъде поставена в  подходящ армиран смукателен (вентилационен) шкаф или в камера за изгаряне. Електрически източник се свързва с външните изводи на запалващата втулка и се пуска ток с големина 10А. Времето между започване на смесването и включването към енергоизточник не трябва да превишава 10 мин. 

Сигналът, получаван чрез датчика за налягане, се записва от подходяща за целта система, която позволява едновременно оценяването и генерирането на траен запис на получавания профил на времето и налягането (напр.самопишещ уред‚ свързан с графично устройство). Сместа се нагрява, докато предпазната мембрана  се разкъса или докато изминат поне 60 s. Ако предпазната мембрана не се разкъса, сместа трябва да бъде оставена да се охлади, преди апаратурата внимателно да бъде демонтирана, като се вземат предпазни мерки срещу евентуална херметизация. Извършват се пет опита с изпитваното вещество и сравнителното вещество(а). Отчита се времето за повишаване на налягането от 690 kPa дo 2 070 kPa над атмосферното налягане. Изчислява се средното време за повишаване на налягането.

В някои случаи веществата могат да генерират налягане (твърде високо или твърде ниско), получено в резултат на химични реакции, което не се дължи на окислителните свойства на веществото. В тези случаи може да се наложи изпитването да се повтори с инертно вещество, напр. диатомит (кизелгур), вместо целулоза, за да се изясни вида на реакцията.

2. ДАННИ 

Времената за повишаване на налягането за изпитваното вещество и за сравнителното вещество/сравнителните вещества.

Времената за повишаване на налягането при изпитвания с инертно вещество, ако се извършат такива. 

2.1 ИНТЕРПРЕТИРАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Изчисляват се средните времена за повишаване на налягането за изпитваното вещество и за сравнителното вещество/сравнителните вещества.

Изчислява се средното време за повишаване на налягането от изпитванията с инертно вещество (ако са провеждани такива). 

Резултатите от няколко примера са представени в Таблица 1.

Taблица 1

Примерни резултати (г)

Вещество (в)
 
Средно време за повишаване на налягането за смес 1:1 с целулоза/ms/



Амониев бихромат, наситен воден разтвор 
20 800

Калциев нитрат, наситен воден разтвор 
6 700

Железен нитрат, наситен воден разтвор
4 133

Литиев перхлорат, наситен воден разтвор
1 686

Магнезиев перхлорат, наситен воден разтвор
777

Никелов нитрат, наситен воден разтвор
6 250

Азотна киселина, 65 %
4 767 (a)

Перхлорна киселина, 50 %
121 (a)

Перхлорна киселина, 55 %
59

Калиев нитрат, 30 % воден разтвор
26 690

Сребърен нитрат наситен воден разтвор
— (б)

Натриев хлорат, 40 % воден разтвор
2 555 (a)

Sodium nitrate, 45 % воден разтвор
4 133

Инертно вещество

Вода:целулоза 
— (б)

(a) Средна стойност от вътрешнолабораторни сравнителни изпитвания.

(б) Максималното налягане от 2 070 kPa не се достига.

(в) Наситените разтвори се приготвят при 20 °C.

(г) Виж препратка (1) за класификация на ООН за транспорт. 

3. ОТЧИТАНЕ

3.1. ПРОТОКОЛ ОТ ИЗПИТВАНЕТО

Протоколът от изпитването трябва да съдържа следната информация:

— идентичност, състав, чистота и т.н. на изпитваното вещество;

— концентрация на изпитваното вещество;

— процедура за сушене на използваната целулоза;

· съдържание на вода в използваната целулоза;

· резултати от измерванията;

· резултати от изпитванията с инертно вещество, ако има такива;

· изчислените средни времена за повишаване на налягането;

— всички отклонения от този метод и причините за тях;

· цялата допълнителна информация или бележки, свързани с интерпретирането на резултатите.

3.2 ИНТЕРПРЕТИРАНЕ  НА РЕЗУЛТАТИТЕ (
)
Резултатите от изпитването се оценяват, въз основа на:

a) това, дали сместа от изпитваното вещество и целулозата спонтанно се запалва, и

б) сравнението между средното време, за повишаване на налягането от 690 kPa дo 2 070 kPa между изпитваното и сравнителното вещество.

Течно вещество се счита за окислител, когато:

a) смес от веществото и целулозата в тегловно съотношение 1:1 се самозапали спонтанно, или

б) смес от веществото и целулозата в тегловно съотношение 1:1 показва средно време за повишаване на налягането по-малко или равно на средното време за повишаване на налягането както на смес от 65 тегловни процента воден разтвор на азотна киселина и целулоза в тегловно съотношение 1:1.

За да се избегнат фалшиво nоложителни резултати, ако е необходимо, резултатите‚ получени при изпитване на веществото с инертен материал също трябва да се вземат предвид при интерпретиране на резултатите. 

4. ПРЕПРАТКИ/ИЗПОЛЗВАНА ЛИТЕРАТУРА

(1) Препоръки за транспорт на опасни стоки, Ръководство за изпитвания и критерии. Трето ревизирано издание. Публикация на ООН No: ST/SG/AC.10/11/Rev. 3, 1999, страница 342. Метод O.2: Изпитване на оксидиращи течности.

Фигура 1

Съд под налягане 
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(A) Тяло на съда под налягане 

(B) Пердпазна мембрана със спирателен клапан
(C) Запалваща втулка

(D) Мека/ гъвкава оловна шайба

(E) Предпазна мембрана  
(F) Разклонение (коляно)

(G) Глава на датчика за налягане 
(H) Шайба
(J) Изолиран електрод
(K) Заземен електрод 
(L) Изолация
(M) Стоманен конус

(N) Уплътнение на спираловидния канал

Фигура 2

Поддържаща стойка
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Фигура 3

Система на запалване
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(A) Запалваща серпентина 

(B) Изолация

(C) Електроди

(D) Запалваща втулка
Забележка: всяка от тези системи може да бъде използвана

3. В част „В: Методи за определяне на токсикологичните свойства” се правят следните изменения и допълнения:

а) В „Пояснителна бележка” думите „Изпитване за тератогенност – гризачи и не-гризачи” се заменят с „Изпитване за оценка на токсичността върху пренаталното развитие”.

б) Метод „В.1.bis Остра токсичност (орална ) – метод с фиксирана доза” се изменя така:

„В.1. бис ОСТРА ОРАЛНА ТОКСИЧНОСТ – МЕТОД С ФИКСИРАНИ ДОЗИ 

1. METOД
Този метод за изпитване е еквивалентен на OECD TG 420 (2001)

1.1
ВЪВЕДЕНИЕ

Традиционните методи за оценяване на остра токсичност използват смъртта на опитните животни като краен отговор. През 1984 г. Британското токсикологично дружество предлага нов подход за изпитване за остра токсичност, основаващ се на приемане на серии от фиксирани дози на различни нива (1). При този подход се избягва смъртта на животните в края на експериментите и се разчита изцяло на наблюдения за ясни признаци за токсичност във всяка от сериите с фиксирани дози на различните нива. Следвайки проучванията за  валидиране на  in vivo изпитвания в Обединеното кралство (2) и други страни (3), процедурата бе одобрена като метод за изпитване през 1992 г. В последствие, статистическите възможности на процедурата на фиксираните дози бе оценена чрез използването на математически модели в серия изпитвания (4)(5)(6). In vivo и моделните изпитвания показват, че процедурата е възпроизводима, използва по-малко животни и причинява по-малко страдание от традиционните методи и е способна да класифицира веществата по начин, подобен на този при другите методи за изпитване на остра токсичност. 

Ръководството за изпитване на остра орална токсичност (7) съдържа указания за избор на най - подходящия метод за изпитване за определена цел. Това ръководство съдържа също допълнителна информация за провеждането и интерпретирането на Meтода за изпитване B.1 бис.

Принцип на метода е използването само на среднотоксични дози в основното изпитване и избягване на дози, които се очаква да са летални. Така също, не е нужно да се прилагат дози, за които е известно, че  причиняват болка и дистрес, свързани с корозивни или силно дразнещи въздействия. Умиращи животни или животни, очевидно изпитващи болка или показващи признаци на тежък и траен дистрес се умъртвяват по хуманен начин (безболезнено), и се разглеждат при интерпретирането на резултатите по същия начин, както животните, умрeли по време на изпитването. Критериите за вземане на решение за умъртвяване на умиращо или тежко страдащо животно и указания за разпознаване на предвидима или предстояща смърт са обект на отделно ръководство (8). 

Методът осигурява информация за опасните свойства и дава възможност веществото да се оцени и класифицира, съгласно Глобално хармонизираната система (GHS) за класифициране на химикали, които причиняват остра токсичност (9). 

Лабораториите, провеждащи изпитването, трябва да вземат под внимание цялата налична информация за изпитваното вещество преди провеждането  на експеримента. Тази информация включва: идентичност, химична структура и физикохимични свойства на изпитваното вещество; резултатите от други in vitro или in vivo токсикологични изпитвания на веществото; токсикологични данни за структурно близки вещества и очаквана употреба(и) на веществото. Тази информация е необходима, за да се удостовери напълно, че това изпитване има важно значение за защитата на човешкото здраве и ще подпомогне избора на подходящата начална доза.

1.2
ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Остра орална токсичност – обхваща вредните ефекти, които настъпват при орално въвеждане  на еднократна доза от веществото или на многократни дози, въвеждани за период от 24 часа.

Късно настъпваща смърт – животното не умира или не се проявяват предсмъртни признаци през 48-часов период от време. Смъртта настъпва по-късно по време на 14-дневния период на наблюдение

Доза е въведеното  количество от изпитваното вещество. Дозата се изразява като маса на изпитваното вещество за единица маса на опитното животно (напр. mg/kg).

Доказана токсичност е общоприет термин, описващ ясните признаци на токсичност, вследствие въвеждането на изпитваното вещество (виж (3) например). Тези признаци трябва да са такива, че  при въвеждане на следваща по-висока фиксирана доза да могат да се очакват признаци на силна болка и траен тежък дистрес, предсмъртно състояние (критериите са представени в Ръководството за хуманен край (8)), или вероятна смърт на повечето опитни животни.

GHS - Глобално хармонизирана система за класифициране на химични вещества и смеси - Съвместна дейност на Организацията за икономическо сътрудничество и развитие (OECD) (човешко здраве и околна среда), Комитета на ООН от експерти в областта на транспортирането на опасни стоки (физико–химични свойства) и Международната организация по труда (ILO) (известяване на опасности) и координирана чрез Междуорганизационната Програма за правилно управление на химикалите (IOMC).

Предстояща смърт – предсмъртното състояние или смъртта се очаква да настъпи преди следващото планирано време за наблюдение. Признаците, показващи това състояние при гризачи могат да включват конвулсии, странично положение, лежане/отпуснатост и тремор (виж Ръководството за хуманен край (8) за повече подробности).

LD50 (средна летална доза) е статистически определената еднократна доза от едно  вещество, за която може да се очаква, че при въвеждане по орален път ще причини смърт при 50 процента от животните. Стойността на LD50 се изразява като маса на изпитваното вещество за единица маса на опитното животно (mg/kg).

Гранична ( лимитираща ) доза e дозата, определяща горната гранична стойност на изпитването (2 000 или 5 000 mg/kg).

Предсмъртно състояние - състояние на умиране или неспособност за оцеляване, дори при лечение (виж Ръководството за хуманен край (8) за повече подробности).
Предвидима смърт - наличие на клинични признаци, показващи настъпване на смърт в известен бъдещ момент преди планирания край на експеримента, например неспособност да се приема вода или храна (виж Ръководството за хуманен край (8) за повече подробности).

1.3 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Групи животни от един и същ пол се дозират при последователна  процедура чрез въвеждане на фиксирани дози от 5, 50, 300 и 2 000 mg/kg (по изключение може да бъде приложена допълнителна фиксирана доза от 5 000 mg/kg, виж т. 1.6.2). Началната доза се избира въз основа на предварително изследване, като това е дозата, която вероятно предизвиква някои признаци на токсичност, без да причинява тежки токсични ефекти или смъртност. Клиничните признаци и състоянията, свързани с болка, страдание и предстояща смърт са подробно описани в отделно Ръководство на OECD (8). Следващи групи животни могат да се дозират с по - високи или по - ниски фиксирани дози, в зависимост от наличието или отсъствието на признаци на токсичност или смърт. Тази процедура продължава до определяне на  дозата, причиняваща доказана токсичност или смърт на максимум едно опитно животно, или съответно до липсата на видими ефекти  при най-високата доза или до  настъпването на  смърт на опитните животни при най- ниската доза.
1.4 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.4.1 Избор на животински видове

Предпочитаният вид гризачи е плъх, но могат да се използват и други видове гризачи. Обикновено се използват животни от женски пол (7). Причината за това е, че цитираните в литературата проучвания на конвенционални LD50 изпитвания обикновено показват  малки различия в междуполовата чувствителност, но в случаите, при които се наблюдават различия, женските индивиди като цяло са малко по - чувствителни (10). Въпреки това, когато наличната информация за токсикологичните и токсикокинетичните свойства на структурно близки химикали показва, че има вероятност мъжките индивиди да са по - чуствителни от женските, тогава се използват екземпляри от този пол. Когато изпитването се провежда върху мъжки индивиди, използването им трябва да бъде достатъчно добре обосновано.

Обикновено в лабораторните опитни постановки се използват млади, здрави, полово зрели животни. Женските индивиди трябва да не са раждали и да не са бременни. Всяко животно, при започване на дозирането му, трябва да е на възраст между 8 и 12 седмици и масата му трябва да е в интервала ± 20 % от средната маса на всички останали дозирани животни.

1.4.2 Условия за отглеждане и хранене

В помещението на опитните животни се поддържа тeмпература 22 C0 (± 30 C). Относителната влажност трябва да е минимум 30 % и е препоръчително да не надвишава 70 %, освен при почистване на помещението; трябва да се цели постигане на относителна влажност 50 - 60 %. Осигурява се изкуствено осветление с редуване на 12 часа светъл период, 12 часа тъмен период. За хранене могат да се използват конвенционалните лабораторни диети с неограничен достъп до питейна вода. Животните могат да се групират в клетките в зависимост от дозата, но броят на животните в отделните клетки не трябва да възпрепятства отчетливите наблюдения на всяко едно животно. 

1.4.3 Подготовка на животните

Животните се избират произволно, маркират се с цел индивидуалното им идентифициране и се поставят в клетките си минимум 5 дни преди започване на изпитването, за да се аклиматизират към лабораторните условия. 

1.4.4 Подготовка на дозите

Най - общо изпитваните вещества се въвеждат в постоянен обем в обхвата на дозите, които се изпитват чрез вариране в концентрацията на дозирания препарат.  Когато крайният продукт, който се изпитва, е под формата на течност или смес, за последващата оценка на риска от това вещество, може да е по - подходящо изпитваното вещество да се употребява неразредено, т.e. при постоянна концентрация, което е и изискване от страна на някои компетентни органи. При всички случаи, обемът на максималната доза за въвеждане не трябва да се превишава. Максималният обем на течността, която може да се въведе наведнъж, зависи от големината на опитното животно. При гризачи, обикновено обемът не надвишава 1ml/ 100g телесна маса, но в случай на водни разтвори може да се приемат 2 ml/ 100g телесна маса. Във връзка с приготвянето на дозите за въвеждане  се препоръчвада използването на воден разтвор/суспензия/емулсия (когато е възможно). Когато това не е възможно, следва да се използва разтвор/суспензия/ eмулсия в масло (напр. царевично масло) и едва накрая - разтвор в други носители. Когато носителят не е вода, трябва да са известни токсикологичните му характеристики.  Дозите се приготвят кратко време преди въвеждане им, освен когато е известно, че препаратът ще остане стабилен и в добро състояние през периода, в който ще се използва.

1.5 ПРОЦЕДУРА

1.5.1 Въвеждане на дозите

Изпитваното вещество се въвежда като еднократна доза чрез стомашна сонда или чрез подходяща интубационна канюла. При извънредни обстоятелства, при които приемането на еднократна доза не е въможно, дозата може да се въведе на по- малки части за период не по-дълъг от 24 часа. 

Преди дозирането животните се оставят за известно време без храна (напр. на плъхове, не се дава храна през нощта преди експеримента, но се дава вода; на мишки не се дава храна  в продължение на 3- 4 часа, но се дава вода). След периода на гладуване, животните се претеглят и се въвежда изпитваното вещество. След въвеждане на веществото, може да не се дава храна на плъхове през следващите 3-4 часа и съответно на мишки - през следващите 1-2 часа. Когато дозата се приема на части за определен период от време, може да се наложи осигуряването на  храна и вода на животните, което зависи  от продължителността на този период.

1.5.2 Предварително (апроксимално) изследване

Целта на предварителното (апроксималното) изследване е да се определи подходящата начална доза за основното изследване. Изпитваното вещество се въвежда при отделните животни последователно, по начина, показан на схемите в Приложение 1. Предварителното (апроксималното) изследване приключва, когато може да се вземе решение за началната доза за основното изследване (или когато се установи смъртен случай при най- ниската фиксирана доза).

Началната доза за предварителното (апроксималното) изследване се избира от нивата на фиксираните дози: 5, 50, 300 и 2 000 mg/kg  и  това е дозата, при която се очаква проява на доказана токсичност, основана (когато е възможно) на доказателства от in vivo и in vitro дaнни за същото химично вещество или за структурно близки вещества. Когато липсва  подходяща информация, се прилага начална доза 300 mg/kg. 

Периодът между дозирането на всяко животно е минимум 24 часа. Всички животни трябва да бъдат наблюдавани минимум 14 дни. 

По изключение и само когато е оправдано от определени нормативни изисквания, може да се приложи допълнителна фиксирана доза с по - високо ниво -  5 000 mg/ kg (виж Приложение 3). С цел защита и хуманно отношение към животните, изследването на животни в обхвата 2 000- 5 000 mg/ kg на GHS-Категория 5 е нежелателно и трябва да се разглежда, само когато съществува голяма вероятност резултатите от това изследване да имат пряко съществено  значение  за защита на  здравето на хората или животните, или околната среда. 

В случаите, когато животното, изследвано при най - ниската фиксирана доза (5mg/kg) умре при провеждане на предварителното (апроксималното) изследване, при нормалната процедура изследването приключва и веществото се отнася към Категория 1 на GHS (както е показано в Приложение 1). В случаите, когато се изисква последващо потвърждаване на класифицирането, може да се проведе евентуално следната допълнителна процедура: дозира се второ животно с 5 mg/kg. Ако и второто животно умре, тогава Категория 1 на GHS се потвърждава и изследването се прекратява незабавно. Ако второто животно оцелее, тогава се дозират с по 5 mg/kg максимум три допълнителни животни. Тъй като съществува висок риск от смъртен изход, тези животни трябва да се дозират последователно с оглед защитата и хуманното отношение към животните. Времевият интервал между дозирането на всяко животно трябва да бъде достатъчен, за да се установи, че предишното животно вероятно ще оцелее. Когато умре второ животно, дозирането незабавно се преустановява и следващите животни не се дозират. Поради това, че появата на втори смъртен случай (независимо от броя на изследваните животни до времето на приключването), попада в резултат A (2 или повече смъртни случаи), се следва правилото за класифициране на Приложение 2 при 5 mg/ kg фиксирана доза (Категория 1, ако има 2 или повече смъртни случаи или Категория 2, ако няма повече от 1 смъртен случай). В допълнение, Приложение 4 дава насоки за класифициране по системата на ЕС, докато се въведе новата система GHS. 

1.5.3 Основно изследване 

1.5.3.1 Брой животни и нива на дозиране
Действията, които се  предприемат след изпитване с началната доза  са посочени в схемите в Приложение 2. Изисква се изпълнението на едно от трите действия: прекратяване на опита и определяне на съответната категорията на опасност; провеждане на изпитване при по - висока фиксирана доза или провеждане на изпитване при по - ниска фиксирана доза. Въпреки това, с цел защита на животните, нивото на дозатa, причинила смърт в предварителното (апроксималното) изследване не се повтаря в основното изследване (виж Приложение 2). Опитът показва, че най-вероятно резултатът при началното дозиране дава основание  веществото да се класифицира без последващо изпитване. 

Обикновено се използват 5 животни от един и същи пол при всяка изпитвана доза. Тези пет животни включват едно животно от предварителното изследване, дозирано с избраната доза, и четири допълнителни животни (с изключение на извънреден случай, когато използваното ниво на дозата при основното изследване не е било включено в апроксималното изследване). 

Интервалът от време между изпитването на дозите се определя от началото, продължителността и тежестта на токсичните признаци. Третирането на опитните животни със следваща доза трябва да се отложи, докато се докаже, че дозираните по - рано животни ще оцелеят. При необходимост се препоръчва период от 3 или 4 дни между изпитванията с отделните дози, за да има възможност за наблюдения върху късно настъпваща токсичност. Ако е необходимо, този времеви интервал може да бъде променен, напр. в случай на неубедителен отговор.
Когато се обмисля прилагането на по- висока фиксирана доза - 5 000 mg/ kg, трябва да се следва процедурата, представена в Приложение 3 (виж също точка 1.6.2).

1.5.3.2 Гранично ( лимитиращо) изпитване

Гранично ( лимитиращо) изпитване  се използва предимно в случаите, при които лицето, провеждащо изпитването,  разполага с информация, съгласно която изпитваният материал по всяка вероятност не е токсичен, т.e. проявява токсичност само над нормативно определените гранични дози. Информация за токсичността на изпитвания материал може да бъде събрана от познанията за подобни изпитвани съединения, смеси или продукти, като се вземат предвид идентичността и процентното съдържание на съставките, за които е известно, че са токсикологично значими. В случаите, когато има малко или няма информация за токсичността на изпитвания материал, или когато се очаква изпитваният материал да е токсичен, трябва да се проведе основното изследване. 

При граничното ( лимитиращо) изпитване се прилага нормалната процедура, като началната доза при предварителното (апроксималното) изследване е 2 000 mg/ kg (или по изключение 5 000 mg/ kg), последвано от дозиране на четири допълнителни животни с това ниво на дозата.

1.6 НАБЛЮДЕНИЯ

Животните се наблюдават индивидуално след въвеждането: минимум веднъж през първите 30 минути, периодично през първите 24 часа, при което с повишено внимание през първите 4 часа и ежедневно след това, през целия 14 дневен период на наблюдение, освен когато с цел защитата и хуманното отношение към опитните животни, те се отстраняват от експеримента и се умъртвянат по хуманен начин, или когато са намерени мъртви. Продължителността на наблюдението не е строго фиксирана. Тя се определя въз основа на токсичните реакции, началното време на появта им  и продължителността на периода за възстановяване, и може да се увеличи, когато е необходимо. Времето, когато  се появяват и напълно отзвучават признаците на токсичност е важно, особено ако има тенденция тези признаци да се появят по-късно (11). Всички наблюдения се записват  системно, като се води индивидуален протокол за всяко  за всяко животно. 

Допълнителни наблюдения са необходими, когато животните продължат да показват признаци на токсичност. Наблюденията включват промените в кожата и козината, очите, лигавиците, кръвообращението, и също в дихателната,  периферната и централната нервна системи, соматомоторната aктивност и типа на поведение. Трябва да се обръща внимание на признаци като тремор, конвулсии, слюноотделяне, диария, летаргия, сън и кома. Принципите и критериите, резюмирани в Ръководството за хуманен край (8), се вземат предвид. Животните, намерени в предсмъртно състояние и животните, показващи силна болка или трайни признаци на тежък дистрес,  се умъртвяват по хуманен начин. Когато животните са умъртвени по хуманни причини или са намерени мъртви, времето на смъртта им се записва  колкото е възможно по - точно.

1.6.1 Телесна маса

Масата на отделните животни се определя малко преди въвеждането на изпитваното вещество и поне веднъж седмично след това. Промените в масата се изчисляват и записват. В края на изпитването оцелелите животни се претеглят и след това се умъртвяват по хуманен (безболезнен) начин.

1.6.2 Патология

Всички опитни животни, включително тези, които са умрели по време на изпитването или са отстранени от експеримента по хуманни причини, се аутопсират. Всички макроскопски  патологични изменения, установени при всяко животно, се записват. Микроскопските изследвания на органите, доказващи явна  патология при животните, преживели 24 часа и повече след началното дозиране, също могат да допринесат за получаването на полезна информация

2. ДАННИ

Трябва да се осигуряват данни за всяко животно. Освен това, всички данни се обобщават в таблична форма, като за всяка изследвана група се посочва  броят на използваните животни, броят на животните, показващи признаци за токсичност, броят на животните, намерени мъртви по време на изследването или умъртвени по хуманни причини, времето на настъпване на смъртта на отделните животни, описание и развитие във времето на токсичните ефекти и обратимостта им, както и  находките от аутопсията.

3. ОТЧИТАНЕ

3.1 Протокол от изпитването

Протоколът от изпитването трябва да включва следната информация, когато е подходящо: 

Изпитвано вещество:

- физично състояние, чистота и, където е подходящо, физико-химични свойства (включително изомеризация);

- данни за идентичността, включително CAS номер.

Носител (ако има такъв):

- обосноваване на избора на носителя, ако е различен от вода.

Изпитвани животни:

- използвани видове/породи;

- микробиологично състояние на животните, когато е известно;

- брой, възраст и пол на животните (включително, когато е подходящо, обосноваване използването на мъжки индивиди вместо женски);

- източник, условия за отглеждане, диета и т.н.;

Условия на експеримента:

- подробности за формулирането на изпитваното вещество, включително подробности за физичното състояние на въвеждания материал;

— подробности, свързани с въвеждането на изпитваното вещество, включително обеми на дозите и време на дозиране;

- подробности във връзка с качеството на храната и водата (включително вид/източник  на диетата, водоизточник);

- обосновка на избора на началната доза.

Резултати:

- таблици на получените данни и ниво на дозата за всяко животно (т.e. животни които показват признаци на токсичност, включително смърт, вид, тежест и продължителност на ефектите);

- таблици на телесната маса и на измененията в нея;

- индивидуални маси на животните през деня на дозиране, през седмични интервали след това, както и в деня на смъртта или съответно на умъртвяването;

- дата и време на смъртта, ако е настъпила преди планираното умъртвяване;

- развитие във времето от началните признаци на токсичност и данни за тяхната обратимост за всяко животно;

- находки при аутопсията и хистопатологични находки за всяко животно, когато има такива.

Дискусия и интерпретиране на резултатите.

Заключения.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1

ПРОЦЕДУРА НА ПРЕДВАРИТЕЛНОТО ИЗСЛЕДВАНЕ
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2

ПРОЦЕДУРА НА ОСНОВНОТО ИЗСЛЕДВАНЕ






ПРИЛОЖЕНИЕ 3

КРИТЕРИИ ЗА КЛАСИФИЦИРАНЕ НА ИЗПИТВАНО ВЕЩЕСТВО С ОЧАКВАНА СТОЙНОСТ НА LD50
НАД 2 000 MG/KG БЕЗ НЕОБХОДИМОСТ ОТ ИЗПИТВАНЕ

Критериите за Категория на опасност 5 дават възможност за идентифицирането на изпитваните вещества, които 
са с относително ниска опасност по остра токсичност, но които при определени обстоятелства, представляват опасност за ранимите групи от населението. Tези вещества се очаква да имат орална или дермална LD50 в обхвата 2 000- 5 000 mg/ kg или еквивалентни дози при други пътище на постъпване. Изпитваното вещество се класифицира в категория на опасност, определена чрез: 2 000 mg/ kg < LD50 < 5 000 mg/ kg  (Категория 5 - GHS) в следните случаи:

a) когато е достигнато до тази категория по някоя от схемите за изследване от Приложение 2 въз основа на смъртни случаи; 

б) когато вече съществува достоверно доказателство, показващо, че LD50 е в обхвата от стойности на Категория 5, или когато други изпитвания върху животни, или токсични ефекти върху хора показват опасност за човешкото здраве от остър характер;

c) когато чрез екстраполация, оценяване или измерване на данни  няма основание за отнасяне  към по-висок клас на опасност и 

- съществува достоверна информация, показваща значими токсични ефекти при хората, или

- се  наблюдава смъртност при орално въвеждане при изпитвания с дози съответстващи на Категория 4 или по ниски, или

- експертната оценка при изпитване с дози, чиито стойности съответстват или са по-ниски от посочените в Категория 4, потвърди значими клинични признаци на токсичност (освен диария, пилоерекция или разрошена козина), или

 - експертната оценка потвърди достоверна информация, която показва потенциална възможност за значими остри ефекти от други изпитвания върху животни.

ИЗСЛЕДВАНЕ С ДОЗИ НАД 2 000 MG/KG

По изключение и само когато е обосновано от определени нормативни изисквания, може да се проведе изследване с използване на допълнителна по - висока фиксирана доза с ниво 5 000 mg/ kg. Във връзка с необходимостта от защита и хуманно отношение към животните, изследване с 5 000 mg/ kg не е препоръчително и трябва да се разглежда само тогава, когато има голяма вероятност резултатите от това изследване да имат пряко съществено значение за защита здравето на хората или животните, или околната среда (9).

Предварително (апроксимално) изследване

Правилата за вземане на решение по последователната процедура, представена в Приложение 1, включват доза с ниво 5 000 mg/ kg: когато при предварителното  изследване се прилага начална доза 5 000 mg/ kg, резултат A (смърт) налага  изследване на второ животно с 2 000 mg/ kg; резултати B и C (доказана токсичност или няма токсичност) водят до избор на 5 000 mg/ kg начална доза за основното изследване. Аналогично, при прилагане на начална доза, различна от 5 000 mg/ kg,  изпитването продължава с прилагане на 5 000 mg/ kg, когато при 2 000 mg/ kg се получат  резултати B или C; когато след прилагането на  5 000 mg/ kg се получи  резултат A, това обуславя прилагането на 2 000 mg/ kg   начална доза при основното изследване, докато резултати B и C водят до начална доза 5 000 mg/ kg при основното изследване.

Основно изследване 

Правилата за вземане на решение по последователната процедура, представена в Приложение 2, включват доза с ниво 5 000 mg/ kg: когато при основно изследване се прилага начална доза 5 000 mg/ kg, резултат A (≥ 2 смъртни случая) се изпитва  втора група с 2 000 mg/ kg; резултат B (доказана токсичност и/ или ≤ 1 смъртни случая) или C (няма токсичност) водят до  това, че веществото не се класифицира, съгласно GHS. Аналогично, при прилагане на  начална доза, различна от 5 000 mg/ kg,  изпитването продължава с прилагане на 5 000 mg/ kg, когато  при 2 000 mg/ kg се получи резултат C; когато прилагането на   5 000 mg/ kg води до резултат A, веществото се класифицира в Категория 5 на GHS, а при резултати B или C  веществото не се класифицира.

ПРИЛОЖЕНИЕ 4

MЕТОД ЗА ИЗПИТВАНЕ B.1 бис - Ръководство за класифициране, съгласно схемата на EU през преходния период до пълното прилагане на Глобално хармонизираната система за класифициране (GHS) (извадка от литературен източник (8))




в) Метод „В.1 трис Остра орална токсичност – метод клас остра токсичност” се изменя така:

„B.1 трис ОCTРА OРАЛНА ТОКСИЧНОСТ - МЕТОД КЛАС ОСТРА ТОКСИЧНОСТ

1. METOД

Този метод за изпитване е еквивалентен на OECD TG 423 (2001)

1.1 ВЪВЕДЕНИЕ

Описаният Метод Клас Остра Токсичност (1) е последователна процедура, при която се използват по 3 животни от един и същ пол на всяка стъпка. В зависимост от смъртността и/или животните, намиращи се в предсмъртно състояние, може да  са необходими 2 до 4 стъпки, за да се оцени  острата токсичност на изпитваното вещество. Тази процедура е  възпроизводима, изисква използването на  много малко животни и дава възможност за категоризиране на  веществата по начин, подобен на този при други методи за изпитване за остра токсичност. Методът Клас Остра Токсичност се основава на биометрични оценки (2)(3)(4)(5) с фиксирани дози, които се различават в достатъчна степен, за да може едно вещество да бъде категоризирано за целите на класифицирането и оценката на риска. Методът, който е одобрен през 1996 г.,  е валидиран  въз основа на обстойни in vivo – изпитвания при сравняване с LD50 данните от национални (6) и международни (7) литературни източници. 

Указания за избора на най - подходящия метод за изпитване за определена цел се съдържат в Ръководството за изпитване на остра орална токсичност (8). Това ръководство съдържа също допълнителна информация за провеждането и интерпретирането на метода за изпитване B.1 трис. 

Изпитваните вещества не се прилагат в дози, за които е известно, че причиняват силна болка и дистрес, свързани с корозивни  или силно дразнещи ефекти. Умиращи животни или животни, очевидно изпитващи болка или показващи признаци на тежък и траен дистрес, трябва да се умъртвяват по хуманен начин (безболезнено). Тези животни се разглеждат при интерпретирането на резултатите по същия начин, както животните, умрели по време на експеримента. Критериите за вземане на решение да се умъртви умиращо или тежко страдащо животно и  указания за разпознаване на предвидима или предстояща смърт са обект на отделно ръководство (9).

Методът използва предварително определени дози и резултатите позволяват веществото да бъде оценено и класифицирано, съгласно Глобално хармонизирана та система  (GHS) за класифициране на химикали, които причиняват остра токсичност (10).

По принцип, методът не цели изчисляването на точната LD50, но позволява дефинирането на определени области на експозиция, в които се очаква леталитет, тъй като смъртта на определена част  от животните е все още най-важният краен отговор на този метод. Методът позволява определяне стойността на LD50 само тогава, когато прилагането на най- малко две дози води до смъртност повече от 0 % и по-малко от 100 %. Изборът на предварително определени дози, независимо от веществото за изпитване, и класифицирането въз основа на броя на наблюдавани животни в различно състояние, подобрява възможността за постоянство и възпроизводимост на резултатите между лабораториите.

Лабораториите, провеждащи изпитването, трябва да вземат под внимание цялата налична информация за изпитваното вещество преди провеждане на експеримента.  Тази информация включва: идентичност, химична структура и физикохимични свойства на изпитваното вещество; резултатите от други in vivo или in vitro токсикологични изпитвания на веществото; токсикологични данни за структурно близки вещества и очаквана употреба(и) на веществото. Тази информация е необходима, за да се удостовери напълно, че това изпитване има важно значение за защитата на човешкото здраве и ще подпомогне избора на най-подходящата начална доза.

1.2 ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Остра орална токсичност – обхваща вредните ефекти, които настъпват при орално въвеждане  на еднократна доза от веществото или на многократни дози, въвеждани за период от 24 часа.

Късно настъпваща смърт – животното не умира или не се проявяват предсмъртни признаци през 48-часов период от време. Смъртта настъпва по-късно по време на 14-дневния период на наблюдение

Доза е въведеното  количество от изпитваното вещество. Дозата се изразява като маса на изпитваното вещество за единица маса на опитното животно (напр. mg/kg).

GHS - Глобално хармонизирана система за класифициране на химични вещества и смеси- Съвместна дейност на Организацията за икономическо сътрудничество и развитие (OECD) (човешко здраве и околна среда), Комитета на ООН от експерти в областта на транспортирането на опасни стоки (физико–химични свойства) и Международна организация по труда (ILO) (известяване на опасности) и координирана чрез Междуорганизационната Програма за правилно управление на химикалите (IOMC).

Предстояща смърт– предсмъртното състояние или смъртта се очаква да настъпи  преди следващото планирано време за наблюдение. Признаците, показващи това състояние при гризачи могат да включват конвулсии, странично положение, лежане/отпуснатост и тремор. (Виж Ръководството за хуманен край (9) за повече подробности).

LD50 (средна летална орална доза) е статистически определената еднократна доза от едно  вещество, за която може да се очаква, че при въвеждане по орален път ще причини смърт при 50 процента от животните. Стойността на LD50 се изразява като маса на изпитваното вещество за единица маса на опитното животно (mg/kg).
Гранична ( лимитираща ) доза e дозата, определяща горната гранична стойност на изпитването (2 000 или 5 000 mg/kg).

Предсмъртно състояние - състояние на умиране или неспособност за оцеляване, дори при лечение (виж Ръководството за хуманен край (9) за повече подробности).

Предвидима смърт - наличие на клинични признаци, показващи настъпване на смърт в известен бъдещ момент преди планирания край на експеримента, например неспособност да се приема вода или храна (виж Ръководството за хуманен край (9) за повече подробности).

1.3 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Принципът на метода се състои в прилагането на  последователна процедура с използване на минимален брой животни на всяка стъпка, при която се получава  достатъчно информация за острата токсичност на изпитваното вещество, даваща възможност за неговото класифициране. Една от определените дози от веществото се въвежда орално на група опитни животни. Веществото се изпитва чрез прилагане на последователна процедура, като на всяка стъпка се използват по три животни от един и същ пол (обикновено женски индивиди). Отсъствието или наличието на смъртни случаи, свързани с изпитваното вещество, при третираните в една стъпка опитни животни, е определящо за следващта стъпка, т.е.може да се приложи една от следните възможности:

- не са необходими допълнителни изпитвания;

- третиране  на три допълнителни животни със същата доза;

- дозиране на три допълнителни животни със следващата по- висока или следващата по-ниска  доза.

В Приложение 1 са описани подробностите на метода на изпитване. Методът дава възможност изпитваното вещество да се оцени чрез определянето му в серия от класове на токсичност, определени чрез чрез фиксирани LD50 - разграничителни (cut –off ) стойности.

1.4 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.4.1 Избор на животински видове

Предпочитаният вид гризачи е плъх, но могат да се използват и други видове гризачи. Обикновено се използват животни от женски пол (9). Причината за това е, че литературните проучвания от конвенционални LD50 изпитвания показват, че обикновено има малка разлика в междуполовата чувствителност, но в случаите, при които се наблюдават различия, женските индивиди, като цяло, са малко по- чувствителни (11). Въпреки това, когато познанията за токсикологичните и токсикокинетичните свойства на структурно близки химикали показват, че има вероятност мъжките индивиди да са по- чуствителни от женските, тогава се използват екземпляри от този пол. Когато изпитването се провежда върху мъжки индивиди, използването им трябва да бъде достатъчно добре обосновано.

Обикновено в лабораторните опитни постановки  се използват млади, здрави, полово зрели  животни. Женските индивиди трябва да не са раждали и да не са бременни. Всяко животно, при започване на дозирането му, трябва да е на възраст между 8 и 12 седмици и масата му трябва да е в интервала ± 20 % от средната маса  на всички останали дозирани животни.

1.4.2 Условия за отглеждане и хранене

В помещението на опитните животни се поддържа температура 22( C (± 3( C). Относителната влажност трябва да е минимум 30 % и е препоръчително тя да не надвишава 70 %, освен при почистване на помещението; трябва да се цели постигане на 50- 60 % относителна влажност. Осигурява се изкуствено осветление   с редуване на 12 часа светъл период и 12 часа тъмен период. За хранене могат да се използват конвенционалните лабораторни диети с неограничен достъп до питейна вода. Животните могат да се групират в клетките в зависимост от дозата, но броят на животните в отделните клетки не трябва да  възпрепятства отчетливите наблюдения на всяко едно животно.  

1.4.3 Подготовка на животните

Животните се избират произволно, маркират се с цел индивидуалното им идентифициране и се поставят в клетките си минимум 5 дни преди започване на изпитването, за да се аклиматизират към лабораторните условия. 

1.4.4 Подготовка на дозите

Най - общо изпитваните вещества се въвеждат в постоянен обем в обхвата на дозите, които се изпитват чрез вариране в концентрацията на дозирания препарат.  Когато крайния продукт, който се изпитва е под формата на течност или смес, за последващата оценка на риска от това вещество може да е по - подходящо изпитваното вещество да се употребява неразредено, т.e. при постоянна концентрация, което е и изискване от страна на някои компетентни органи. При всички случаи, обемът на максималната доза за въвеждане  не трябва да се превишава. Максималният обем на течността, която може да се въведе наведнъж, зависи от големината на опитното животно. При гризачи, обикновено обемът не надвишава 1 ml/ 100g телесна маса, но в случай на водни разтвори може да се приемат 2 ml/ 100g телесна маса. Във връзка с приготвяне на дозите за въвеждане, се препоръчва използването на воден разтвор/суспензия/ емулсия (когато е възможно). Когато това не е възможно, следва да се използва разтвор/суспензия/eмулсия в масло (напр. царевично масло) и едва накрая - разтвор в други  носители. Когато носителят не е вода, трябва да са известни токсикологичните му характеристики.  Дозите се приготвят кратко време преди въвеждането  им, освен когато е известно, че препаратът ще остане стабилен и в добро състояние през периода, в който ще се използва.

1.5. ПРОЦЕДУРА

1.5.1 Въвеждане на дозите

Изпитваното вещество се въвежда  в  еднократна доза чрез стомашна сонда  или c подходяща интубационна канюла. При извънредни обстоятелства, при които въвеждането на еднократна доза не е въможно, дозата може да се въведе на по- малки части за период не по-дълъг от 24 часа. 
Преди дозирането животното се оставят за известно време без храна (напр. на плъхове, не трябва да се дава храна през нощта преди експеримента, но се дава вода; на мишки не трябва да се дава храна  в продължение на 3- 4 часа, но се дава вода). След периода на гладуване, животните се претеглят и се въвежда изпитваното вещество. След въвеждане на веществото, може да не се дава храна на плъхове през следващите 3-4 часа и съответно на мишки - през следващите 1-2 часа. Когато дозата се приема на части за определен период от време, може да се наложи осигуряването на  храна и вода на животните, което зависи  от продължителността на този период.

1.5.2 Брой на опитните животните и нива на дозите

Във всяка стъпка се изполват по три животни. За ниво на дозата, която ще се използва като начална, се избира една от четирите фиксирани стойности: 5, 50, 300 и 2 000 mg/ kg телесна маса. За нивото на началната доза се избира това ниво, което е най-вероятно да причини смърт при някое от дозираните животни. Схемите на Приложение 1 описват процедурата, която трябва да се следва за всяка от началните дози. В допълнение, Приложение 4 дава указания за класифициране по системата на ЕС,  докато бъде въведена новата система GHS. 
Когато въз основа на наличната информация се предполага, че е малко вероятно да настъпи смърт при начално дозиране с най- високото ниво (2000 mg/ kg телесна маса), тогава се прилага гранично (лимитиращо) изпитване. Когато няма информация за изпитваното вещество, с цел защита и хуманно отношение към животните, се препоръчва като начална доза да се изполва 300 mg/ kg телесна маса.
Интервалът от време между изпитването на дозите се определя от началото на появата, продължителността и тежестта на токсичните признаци. Третирането на опитните животните със следваща доза трябва да се отложи, докато се докаже, че дозираните по-рано животни ще оцелеят. По изключение и само когато е оправдано от определени нормативни изисквания, може да се приложи допълнителна фиксирана доза с по- високо ниво - 5 000 mg/ kg телесно тегло (виж Приложение 2). С цел защита и хуманно отношение към животните, изследването на животни в категория 5 на GHS в обхвата 2 000-5 000 mg/ kg е нежелателно и трябва да се разглежда само, когато съществува голяма вероятност резултатите от това изследване да имат пряко съществено значение за защита здравето на хората или животните, или околната среда. 

1.5.3. Гранично( лимитиращо) изпитване

Гранично( лимитиращо) изпитване се използва предимно в случаите, при които лицето, което извършва изпитването разполага с информация, съгласно която изпитваният материал по всяка вероятност не е токсичен, т.e. проявява токсичност само над нормативно определените гранични дози. Информация за токсичността на изпитвания материал може да бъде събрана от познанията за подобни изпитвани съединения, смеси или продукти, като се вземат предвид идентичността и процентното съдържание на съставките, за които е известно, че са токсикологично значими. В случаите, когато има малко или няма информация за токсикичността на изпитвания материал или когато се очаква изпитваният материал да е токсичен, трябва да се проведе основното изследване. 
При ниво на еднократна доза 2 000 mg/ kg телесна маса, може да се проведе гранично (лимитиращо) изпитване на 6 животни (по три животни на стъпка). По изключение,  може да се проведе гранично (лимитиращо) изпитване на три животни при ниво на еднократната доза 5 000 mg/ kg (виж Приложение 2). Ако има смъртни случаи, свързани с веществото, следващите изпитвания трябва да се проведат при по- ниски нива на дозиране.

1.6 НАБЛЮДЕНИЯ

Животните се наблюдават индивидуално след въвеждане: минимум веднъж през първите 30 минути, периодично през първите 24 часа, при което с повишено внимание през първите 4 часа, и ежедневно след това през целия 14- дневен период на наблюдение, освен когато с цел защита и хуманно отношение към опитните животни, те се отстраняват от експеримента и се умъртвяват по хуманен начин,  или са намерени мъртви. Продължителността на наблюдението не е строго фиксирана. Тя  се определя въз основа на токсичните реакции, началното време на появата им и продължителността на периода за възстановяване и може да се увеличи, когато е необходимо. Времето, когато се появяват и напълно отзвучават признаците на токсичност е важно, особено ако има тенденция тези признаци да се появят по-късно (12). Всички наблюдения се записват  системно, като се води индивидуален протокол за всяко  за всяко животно.
Допълнителни наблюдения са необходими, когато животните продължат да показват признаци на токсичност. Наблюденията включват промените в кожата и козината, очите, лигавиците, кръвообращението, и също в дихателната, вегетативна и централната нервна система, соматомоторната aктивност и типа на поведение. Трябва да се обръща внимание на признаци като тремор, конвулсии, слюноотделяне, диария, летаргия, сън и кома. Принципите и критериите, резюмирани в Ръководството за хуманен край (9), трябва да се вземат предвид. Животните, намерени в предсмъртно състояние и животните, показващи силна болка или трайни признаци на тежък дистрес, се умъртвяват по хуманен (безболезнен) начин. Когато животните са умъртвени по хуманни причини или са намерени мъртви, се записва времето на смъртта им, колкото е възможно по- точно.
1.6.1 Телесна маса

Масата на отделните животни се определя малко преди въвеждането на изпитваното вещество и поне веднъж седмично след това. Промените в масата се изчисляват и записват. В края на изпитването оцелелите животни се претеглят и след това се умъртвяват по хуманен (безболезнен) начин.
1.6.2 Патология

Всички опитни животни, включително тези, които са умрели по време на експеримента или са отстранени от експеримента по хуманни причини, се аутопсират. Всички макроскопски патологични изменения, установени при всяко животно, се записават. Микроскопските изследвания на органите, доказващи явна  патология при животните, преживели 24 часа и повече след началното дозиране, също могат да допринесат за получаването на полезна информация

2. ДАННИ

Трябва да се осигуряват данни за всяко животно. Освен това, всички данни се обобщават в таблична форма, като за всяка изследвана група се посочва  броят на използваните животни, броят на животните, показващи признаци за токсичност, броят на животните, намерени мъртви по време на изследването или умъртвени по хуманни причини, времето на настъпване на смъртта на отделните животни, описание и развитие във времето на токсичните ефекти и обратимостта им, както и  находките от аутопсията.

3. ОТЧИТАНЕ

3.1 Протокол от изпитването

Протоколът от изпитването трябва да включва следната информация, когато е подходящо:

Изпитвано вещество:

- физично състояние, чистота и, където е подходящо, физико-химични свойства (включително изомеризация);

- данни за идентичността, включително CAS номер.

Носител (ако има такъв):

- обосноваване на избора на носител, ако е различен от вода.

Изпитвани животни:

- използвани видове/ породи;

- микробиологично състояние на животните, когато е известно;

- брой, възраст и пол на животните (включително, когато е подходящо, обосноваване използването на мъжки индивиди, вместо женски);

- източник, условия за отглеждане, диета и т.н.

Условия на експеримента:

- подробности за формулирането на изпитваното вещество, включително подробности за физичното състояние на въвеждания материал;

- подробности, свързани с въвеждането на изпитваното вещество, включително обеми на дозите и време на дозиране;

- подробности във връзка с качеството на храната и водата (включително вид/ източник  на диетата, водоизточник);

- обосновка на избора на началната доза.

Резултати:

- таблици на получените данни и ниво на дозата за всяко животно (т.e. животни, показва признаци на токсичност, включително смърт, вид, тежест и продължителност на ефектите);

- таблици на телесната маса и на измененията в нея;

- индивидуални маси на животните в  деня на дозиране, през седмични интервали и по време на смъртта или на умъртвяването;

-  дата и време на смъртта, ако е настъпила преди планираното умъртвяване;

- развитие във времето на началните признаци на токсичност и данни за тяхната обратимост за всяко животно;

- находки при аутопсията и хистопатологични находки за всяко животно, ако има такива.

Дискусия и интерпретиране на резултатите.

Заключения.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1
ПРОЦЕДУРА, КОЯТО ТРЯБВА ДА БЪДЕ СЛЕДВАНА ЗА ВСЯКА ОТ НАЧАЛНИТЕ ДОЗИ

ОБЩИ БЕЛЕЖКИ
За всяка начална доза, в това приложение са включени съответните схеми за изпитване, които трябва да бъдат следвани.

Приложение 1 а: Началната доза е 5 mg/ kg  телесна маса

Приложение 1 b: Началната доза е 50 mg/ kg телесна маса

Приложение 1 c: Началната доза е 300 mg/ kg телесна маса

Приложение 1 d: Началната доза е 2 000 mg/ kg телесна маса

В зависимост от броя на умъртвените по хуманен начин или умрели животни, процедурата за изпитване следва посочените стрелки.

ПРИЛОЖЕНИЕ 1 A

ПРОЦЕДУРА ЗА ИЗПИТВАНЕ С НАЧАЛНА ДОЗА 5 MG/KG ТЕЛЕСНА МАСА


ПРИЛОЖЕНИЕ 1 B

ПРОЦЕДУРА ЗА ИЗПИТВАНЕ С НАЧАЛНА ДОЗА 50 MG/KG ТЕЛЕСНА МАСА


ПРИЛОЖЕНИЕ 1 C

ПРОЦЕДУРА ЗА ИЗПИТВАНЕ С НАЧАЛНА ДОЗА 300 MG/KG ТЕЛЕСНА МАСА


ПРИЛОЖЕНИЕ 1 D

ПРОЦЕДУРА ЗА ИЗПИТВАНЕ С НАЧАЛНА ДОЗА 2 000 MG/KG ТЕЛЕСНА МАСА




ПРИЛОЖЕНИЕ 2

КРИТЕРИИ ЗА КЛАСИФИЦИРАНЕ НА ИЗПИТВАНОТО ВЕЩЕСТВО С ОЧАКВАНИ СТОЙНОСТИ НА  LD50 НАД 2 000 MG/ KG БЕЗ НЕОБХОДИМОСТ ОТ ИЗПИТВАНЕ

Критериите за Категория на опасност 5 дават възможност за идентифицирането на изпитвани вещества, които са с относително ниска опасност по остра токсичност, но които при определени обстоятелства, могат да представляват опасност за раними групи от населението. Тези вещества се очаква да имат орална или дермална LD50 в обхвата 2 000- 5 000 mg/ kg или еквивалентни дози при други пътища на постъпване. Изпитваното вещество трябва да бъде класифицирано в категория на опасност, определена чрез: 2 000 mg/ kg < LD50 < 5 000 mg/ kg (Категория 5 в GHS) в следните случаи:

a) когато е достигнато до тази категория по някоя от схемите за изследване от Приложение 1а-1d, въз основа на смъртни случаи;

б) когато вече съществува достоверно доказателство, показващо,че LD50 е в обхвата от стойности на Категория 5, или други изпитвания върху животни, или токсични ефекти върху хора показват опасност за човешкото здраве от остър характер.

в) когато чрез екстраполация, оценяване или измерване на данни, няма основание за отнасяне към по-висок клас на опасност, и 

— има налична достоверна информация, показваща значимите токсикични ефекти при хората, или

— се наблюдава смъртност при орално въвеждане при изпитвания с дози съответстващи на Категория 4 или по ниски по, или

— експертната оценка при изпитване с дози, чиито стойности съответстват или са по-ниски от посочените в Категория 4, потвърди значими клинични признаци на токсичност (освен диария, пилоерекция или разрошена козина), или

- експертната оценка потвърди достоверна информация, която показва потенциална възможност за значими остри ефекти от други изпитвания върху животни.

ИЗСЛЕДВАНЕ С ДОЗИ НАД 2 000 MG/ KG

Във връзка с необходимостта от защита и хуманно отношение към животните, изследването на животни, попадащи в обхвата на Категория 5 (5 000 mg/ kg), не е препоръчително и трябва да бъде разглеждано само, когато има голяма вероятност резултатите от такова изследване да имат пряко съществено значение за опазване здравето на хората или животните (10). Не трябва да бъдат провеждани допълнителни изследвания при по - високи нива на дозите.

Когато за изследването се изисква прилагане на доза 5 000 mg/ kg, се изпълнява само една стъпка (т.e. три животни). Ако първото дозирано животно умре, тогава продължава дозирането при 2 000 mg/ kg, в съответствие със схемата в Приложение 1. Ако първото животно оцелее, се дозират и другите две животни. Ако само едно от трите животни умре, се очаква стойност на LD50, превишаваща 5 000 mg/ kg. Ако умрат две животни, тогава дозирането продължава при доза 2 000 mg/ kg.

ПРИЛОЖЕНИЕ 3

MЕТОД ЗА ИЗПИТВАНЕ B.1 трис: Ръководство за изпитване, съгласно схемата на ЕС по време на преходния период до пълното прилагане на Глобално хармонизирана система за класифициране (GHS) (литературен източник (8))








г) Метод „В.4. Остра токсичност (кожно дразнене)” се изменя така:

„B.4. ОСТРА ТОКСИЧНОСТ: КОЖНО ДРАЗНЕЩО/ КОРОЗИВНО ДЕЙСТВИЕ
1. МЕТОД
Този метод е еквивалентен на метод OECD TG 404 (2002).
1.1.  ВЪВЕДЕНИЕ

При разработването  на този осъвременен метод специално внимание беше обърнато на възможностите за усъвършенстване във връзка с осигуряване защитата на опитните животните и с цялостната оценка на съществуващата информация за изпитваното вещество с цел избягване на ненужно изпитване върху опитни животни. В този метод се препоръчва преди да се пристъпи към in vivo изпитването за оценка на корозивно/ дразнещо действие, да се извърши анализ на съществуващите данни за химичното вещество, които имат отношение към тези ефекти. Когато липсват достатъчно данни, те могат да се получат чрез извършване на последователно изпитване (1). Стратегията за изпитването включва провеждане на валидирани и приети in vitro изпитвания и е подробно представена като Приложение към този метод. Освен това се препоръчва, когато е възможно, при първоначалното in vivo изпитване веществото да се прилага на животното в три апликации последователно, а не едновременно.

В интерес както на научната стойност на проучването, така и на защитата на опитните животните, е да не се пристъпва към in vivo изпитване, преди да се анализират и оценят всички налични данни във връзка с потенциалното корозивно/ дразнещо действие на веществото върху кожата. Тук се включват преди всичко данните от вече проведени проучвания върху хора и/или лабораторни животни, сведенията за корозивно/ дразнещо действие на едно или повече вещества с подобен химичен строеж или смеси от такива вещества, данните за висока киселинност или алкалност на веществото (2)(3), както и резултатите от валидирани и приети in vitro или ex vivo изпитвания (4)(5)(5a). Този анализ трябва да доведе до намаляване на необходимостта от извършване на in vivo изпитвания за оценка на кожното дразнещо/ корозивно действие на веществата, за които съществуват достатъчно събрани данни от други проучвания по отношение на тези ефекти.

Като Приложение към този Метод е изложена препоръчителна стратегия за последователно изпитване, която включва извършването на валидирани и приети in vitro или ex vivo изпитвания за оценка на корозивно/ дразнещо действие. Стратегията е разработена и единодушно препоръчана от участниците в семинар на OECD (6) и е приета като препоръчителна стратегия за изпитване в рамките на Глобалната хармонизираната система за класифициране на химични вещества (the Globally Harmonized System for the Classification of Chemical Substances, GSH) (7). Препоръчва се прилагането на тази стратегия, преди провеждането на in vivo изпитване. За нови вещества стратегията представлява препоръчителният подход за поетапно изпитване с цел получаване на достоверни научни данни за корозивното или дразнещо действие на веществото. За съществуващи вещества с недостатъчно данни за корозивно/ дразнещо действие върху кожата, стратегията трябва да се прилага, когато се провеждат проучвания, за да се допълнят липсващите данни. Използването на друга стратегия или процедура за изпитване, или решението да не се прилага поетапен подход за изпитване, трябва да бъдат обосновани.

Когато оценката на корозивно/ дразнещо действие не може да бъде извършена посредством анализ на данните в съответствие със стратегията за последователно изпитване, трябва да се пристъпи към in vivo изпитване (виж Приложението).

1.2.  ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Кожно дразнене е предизвикването на обратимо увреждане на кожата след нанасяне (апликация) на дадено химично вещество за период до 4 часа.
Корозивно действие върху кожата е предизвикването на необратимо увреждане на кожата, представляващо видима некроза на епидермиса и дермата след нанасянето на дадено химично вещество за период до 4 часа. Характерните прояви на корозивно действие включват язви, кървене, есхари, а до края на 14-дневния период на наблюдение се появяват промени в цвета на кожата, области с пълна алопеция и цикатрикси. При съмнение за вида на увреждането трябва да се извърши хистопатологично изследване. 

1.3.  ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Изпитваното вещество се нанася  еднократно върху кожата на опитно животно. Участък от кожата на животното, който не е третиран, служи като контрола. През определени интервали от време се отчита и оценява степента на дразнещо/ корозивно действие. Наблюдаваните ефекти се описват подробно, за да може да се извърши цялостната им оценка. Продължителността на наблюдението трябва да бъде достатъчно голяма, за да може да се установи дали ефектите са обратими или не.

Животните, които показват трайни признаци на тежък дистрес и/или болка, в който и да е етап на изследването, трябва да бъдат умъртвени по хуманен начин, и ефектите да се вземат под внимание при оценката на веществото. Критериите за вземане на решение за умъртвяване по хуманен начин на животните, които изпитват тежко страдание и са в терминално състояние, са посочени в литературата (8).

1.4. ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.4.1. Подготовка на in vivo изпитването

1.4.1.1. Избор на вида опитни животни

Предпочитаният вид опитни животни са зайците албиноси. Използват се млади, здрави, полово зрели животни. Използването на други животински видове трябва да се обоснове.

1.4.1.2. Подготовка на животните

Приблизително 24 часа преди изпитването козината от дорзалната част на тялото на животните се отстранява чрез подстригване или бръснене. При подстригването или бръсненето кожата не трябва да се охлузва. Използват се само животни без наранявания или заболявания на кожата.

В козината на някои породи зайци има гъсто окосмени участъци, които са по-забележими през определени периоди от годината. Изпитваните вещества не трябва да се прилагат върху участъците с гъсто окосмяване.

1.4.1.3. Условия на отглеждане и хранене

Животните трябва да бъдат разпределени в отделни клетки.В помещението на зайците трябва да се поддържа температура 20 °C (±3 °C). Стойностите на относителната влажност не трябва да бъдат по-ниски от 30 % и е желателно да не превишават 70 % освен при почистване на помещението. Целта е относителната влажност да се поддържа в интервала 50-60 %. Осигурява се изкуствено осветлението, като се редуват 12 часа светъл период и 12 часа тъмнен период. При храненето се прилагат конвенционалните лабораторни диети с неограничен достъп до питейна вода.

1.4.2. Процедура на изпитването

1.4.2.1. Прилагане на изпитваното вещество 

Изпитваното вещество се нанася върху малък участък от кожата (около 6 cm2) и се покрива с марля. Марлята се прикрепва с помощта на лепенка, която не предизвиква дразнене на кожата. Когато не е възможно директно третиране (напр. при течности или някои пастообразни вещества), изпитваното вещество се нанася първо върху марлята, след което марлята се поставя върху кожата. През периода на експозиция марлята трябва да се задържи в контакт с кожата, без да е притисната силно, с помощта на подходяща полуоклузивна превръзка. Когато изпитваното вещество се нанася върху марлята, тя трябва да бъде прикрепена към кожата по начин, осигуряващ плътен контакт и равномерно разпределение на веществото върху третирания участък. Трябва да се предотврати достъпът на животното до марлята и поглъщането или вдишването на изпитваното вещество.
Течните вещества по принцип се прилагат, без да се разреждат. Когато се изпитва твърдо вещество (което може да се стрие на прах, ако това е необходимо), то трябва да се навлажни с възможно най-малкото количество вода (или, при нужда, друг подходящ носител), което е достатъчно, за да се постигне плътен контакт с кожата. Когато се използва друг носител освен водата, той не трябва да оказва влияние върху кожното дразнене, предизвикано от изпитваното вещество, или влиянието му трябва да бъде минимално.
В края на периода на експозиция (обикновено 4 часа) остатъкът от веществото се отстранява от кожата, когато това е възможно, с вода или с друг подходящ разтворител, без да се променя видът на кожната реакцията или да се нарушава целостта на епидермиса.

1.4.2.2. Дози

Върху кожния участък се нанасят 0.5 ml от течни химични вещества или 0.5 g от твърди или пастообразни химични вещества. 

1.4.2.3. Първоначално изпитване (In vivo изпитване за дразнещо/ корозивно действие върху кожата с използване на едно опитно животно).

Препоръчва се in vivo изпитването да се извърши първоначално върху едно опитно животно, особено в случаите, когато се предполага, че веществото притежава корозивно действие. Този подход е в съответствие със стратегията за последователно изпитване (виж Приложение 1).

Когато въз основа на анализа на съществуващите данни се прецени, че веществото проявява корозивно действие, не е необходимо по-нататък то да се изпитва върху лабораторни животни. За повечето химични вещества, за които се предполага, че са корозивни, най-често не е необходимо да се извършва in vivo изпитване. Въпреки това в случаите, когато се прецени, че са необходими допълнителни данни, може да се извърши изпитване върху животни в ограничен обем, като се използва следният подход: веществото се прилага върху едно и също животно последователно до 3 пъти. Първият път превръзката и марлята се отстраняват след три минути. Ако не се наблюдава значителна кожна реакция, веществото се прилага втори път за един час. Ако наблюденията на този етап показват, че експозицията може продължи 4 часа, без де се нарушават принципите за хуманно отношение към животните,  веществото се нанася трети път за четири часа, след което се оценява степента на реакцията.

Когато след една от трите последователни апликации се открие корозивен ефект, изпитването се прекратява веднага. Когато след премахване на последния patch тест не се наблюдава корозивен ефект, опитното животно се проследява в продължение на 14 дни, освен ако на по-ранен етап не се появят корозивни промени.

В случаите, когато не се очаква изпитваното вещество да прояви корозивно действие, но може да предизвика дразнене, третирането се провежда върху едно животно с една апликация за четири часа.

1.4.2.4. Потвърждаващо изпитване (In vivo изпитване за кожно дразнещо действие с използване на допълнителни опитни животни).

Когато при първоначалното изпитване не се установява корозивен ефект, наблюдаваните прояви на дразнене или отрицателната реакция трябва да бъдат потвърдени, като се извърши еднократно третиране на най-много две допълнителни животни за 4 часа. Ако при първоначалното изпитване са отчетени прояви на дразнене, потвърждаващото изпитване може да се извърши последователно с използване на едно или две опитни животни или едновременно върху двете опитни животни. Когато по изключение не е проведено първоначално изпитване, могат да се третират две или три животни, като на всяко животно се прави по една апликация за 4 часа. Когато се използват две животни и при двете се наблюдава една и съща реакция, не е необходимо по-нататъшно продължаване на изпитването. В противен случай се третира и трето допълнително животно. При получаване на противоречиви резултати може да се наложи използването на още допълнителни животни.

1.4.2.5.  Период на наблюдение

Продължителността на периода на наблюдение трябва да бъде достатъчна за пълната оценка на обратимостта на наблюдаваните ефекти. Въпреки това изпитването трябва да се прекрати във всеки момент, когато животните покажат трайни признаци на силна болка или дистрес. Обикновено, за да се установи дали ефектите са обратими, животните се наблюдават в продължение на 14 дни след прекратяване на експозицията. Ако преди края на 14-дневния период се установи, че промените са обратими, изпитването се прекратява в момента, когато това е установено. 

1.4.2.6. Клинични наблюдения и оценка на кожните реакции

Всички животни се преглеждат за признаци на еритема и едем и реакциите се оценяват след 60 минути, а след това на 24-ия, 48-ия и 72-ия час след прекратяването на експозицията. При първоначалното изпитване върху едно животно третираният участък също се преглежда веднага след отстраняването на превръзката и марлята. Кожните промени се класифицират и отчитат според скалата, дадена в Таблица 1. Когато до 72-ия час не може да се определи дали настъпилото увреждане на кожата е проява на дразнещо или корозивно действие, наблюдението продължава до 14-ия ден, за да се оцени дали промените са обратими. Освен признаците на дразнене, трябва да се опишат подробно и всички локални токсични прояви (напр. изсушаване на кожата) и системни неблагоприятни ефекти (напр. клинични симптоми на интоксикация, промени в телесната маса). Когато е необходимо да се изяснят противоречиви резултати, трябва да се използва хистопатологично изследване.

Класифицирането на кожните промени е субективено. За да се постигне съответствие в оценките при класифицирането на кожните промени и да се подпомогнат лабораториите, в които се провеждат изпитвания, и лицата, които наблюдават животните и оценяват намерените промени, персоналът, извършващ наблюдението, трябва да се обучи добре да прилага класификационната скала (виж Таблицата по-долу). Може да се използва и илюстрирано ръководство за класифициране на проявите на кожно дразнене и други лезии (9).

2. Данни

2.1. Представяне на резултатите

В отчета за изпитването получените резултати се обобщават в табличен вид, който трябва да включва всички данни, посочени в точка 3.1.

2.2. ОЦЕНКА НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Баловата оценка на кожното дразнене трябва да се разглежда заедно с вида, тежестта и обратимостта или необратимостта на уврежданията. Индивидуалната балова оценка не е единственият критерий за определяне на дразнещите свойства на изпитваното вещество, тъй като се оценяват и други ефекти на веществото. В тази връзка индивидуалният бал трябва да се разглежда като референтна стойност, която се оценява съвместно с всички други наблюдавани резултати от проучването.

При оценката на дразнещия ефект трябва да се има предвид дали кожните увреждания са обратими или не. Когато промени като алопеция (в ограничени участъци), хиперкератоза, хиперплазия и излющване на кожата персистират до края на 14-дневния период на наблюдение, изпитваното вещество трябва да се класифицира като дразнещо.

3. Докладване на резултатите

3.1. Отчет за изпитването

Отчетът за изпитването трябва да включва следната информация:

Обосновка за провеждане на in vivo изпитване: резултати от анализа на съществуващите данни, включително резултатите от прилагането на стратегията за последователно изпитване:

- описание на съществените данни от предишни изпитвания;

- данни, получени при всеки етап от стратегията за изпитване;

- описание на извършените in vitro изпитвания, включително подробно представяне на процедурите на изпитване и резултатите за изпитваните и референтните химични вещества.

- анализ на съществуващите данни с оглед преценка на необходимостта от извършване на in vivo проучване:

Изпитвано вещество:

- данни за идентичност на химичното вещество (напр. CAS номер, източник, чистота, известни примеси, номер на партидата);

- физично състояние и физикохимични свойства (напр. рН, летливост, разтворимост, стабилност);

- при изпитване на смеси, се представят данни за качествения състав на сместа и процентното съдържание на компонентите й.

Носител:

- данни за идентичност, концентрация (където е необходимо), използван обем;

- обосновка за избора на носителя.

Опитни животни:

- използван вид/ порода, обосновка за използване на други животински видове/ породи освен зайци албиноси;
- брой на животните от всеки пол;

- индивидуална телесна маса на всяко животно в началото и края на изпитването;

- възраст на животните в началото на проучването;

- източник за доставка на животните, условия на отглеждане, диета и т.н.

Условия на изпитването

- начин за подготовка на кожния участък за третиране;

- описание на материалите, използвани при апликацията на веществото и приготвянето на превръзката (patch теста), и на начина на поставяне на превръзката;

- описание на подготовката на изпитваното вещество за нанасяне и на нанасянето и отстраняването му.

Резултати:

- таблица с баловите оценки на проявите на дразнещо/ корозивно действие за всяко животно във всички моменти на отчитане;

- описание на всички наблюдавани увреждания;

- описание в разказна форма на вида и степента на наблюдаваните прояви на дразнене/ корозивно действие, както и на хистопатологичните находки;
- описание на други неблагоприятни локални (напр. изсушаване на кожата) и системни ефекти освен проявите на кожно дразнене и корозивно действие.

Обсъждане на резултатите
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[Може да се получи от секретариата на OECD].

Таблица I. скала на кожните промени

Образуване на еритема и есхара

Отсъствие на еритема..................................................................................…………0

Много слаба еритема (едва забележима)...................................................................1

Добре изразена еритема...............................................................................................2

Умерена до тежка еритема..........................................................................................3

Тежка еритема (силно зачервяване - с цвят на цвекло) до образуване на есхара, което не позволява да се отчете балът на еритемата...............................................................4

Максимален бал - 4

Образуване на едем

Отсъствие на едем........................................................................................................0

Много слаб едем (едва забележим)............................................................................1

Лек едем ( границите на едемния участък са видимо повдигнати и се очертават ясно)...............................................................................................................................2

Умерено изразен едем ( подуване около 1 мм).........................................................3

Тежък едем (подуване повече от 1 мм, което обхваща участък, по-голям от третирания)..................................................................................................................4

Максимален бал – 4

Когато е необходимо да се изяснят противоречиви резултати, може да проведе хистопатологично изследване.
ПРИЛОЖЕНИЕ

Стратегия за последователно изпитване за оценка на дразнещо/ корозивно действие върху кожата

ОБЩИ СЪОБРАЖЕНИЯ

В интерес на научната стойност на проучването и на защитата на животните е важно да се избягва ненужното използване на опитни животни и да се допускат колкото е възможно по-малко изпитвания, за които се очаква, че ще предизвикат тежки увреждания. Преди да се пристъпи към in vivo изпитвания, трябва да се оцени цялата съществуваща информация по отношение на дразнещия/ корозивния потенциал на дадено химично вещество за кожата. Възможно е вече да съществуват достатъчно данни, въз основа на които веществото може да се класифицира по отношение на кожно дразнещо/ корозивно действие, без да е необходимо да се извършват изпитвания върху лабораторни животни. Затова чрез анализа на съществуващите данни и стратегията за последователно изпитване ще се сведе до минимум необходимостта от in vivo изпитвания, особено когато се очаква, че химичното вещество ще предизвика тежки увреждания у животните.
Препоръчва се да се извърши анализ на съществуващите данни за кожното дразнещо и корозивно действие на химичното вещество, за да се прецени дали да се проведат други проучвания освен in vivo дермалните изпитвания, които могат да подпомогнат оценката на дразнещия/ корозивния потенциал. Когато се прецени, че са нужни по-нататъшни проучвания, се препоръчва необходимите експериментални данни да се получат, като се приложи стратегията за последователно изпитване. За химични вещества, които не са изпитвани досега, стратегията за последователно изпитване трябва да се използва, за да се съберат всички данни, необходими за оценката на дразнещия/ корозивния ефект върху кожата. Стратегията за изпитване, изложена в това Приложение, е разработена на семинар на OECD (1) и по-късно е утвърдена и разширена в рамките на Хармонизираната интегрирана система за класифициране на опасностите във връзка с ефектите на химичните вещества върху човешкото здраве и околната среда, приета на 28-та Съвместна Среща на Комитета по химикалите и Работната група по химикалите, ноември 1998 (2).
Въпреки че стратегията за последователно изпитване не е включена като неразделна част от метод В4, тя представлява препоръчителния подход за оценка на дразнещия и корозивния ефект върху кожата. Този подход съответства в най-висока степен на критериите за добра практика и етика при in vivo изпитванията за оценка на кожното дразнещо и корозивно действие. В представения метод са дадени указания за провеждането на in vivo изпитването и се обобщават факторите, които трябва да се вземат предвид, преди да се пристъпи към него. Стратегията предлага подход за оценка на съществуващите данни за кожното дразнещо/ корозивно действие на химичните вещества и поетапен подход за получаване на необходимите данни за веществата, които досега не са били изследвани или за които са необходими допълнителни проучвания. В нея също се препоръчва при определени условия извършването на валидирани и приети in vitro или ex vivo методи за оценка на кожно корозивно/ дразнещо действие.

ОПИСАНИЕ НА СТРАТЕГИЯТА ЗА ОЦЕНКА И ИЗПИТВАНЕ

Преди да се предприемат изпитвания в рамките на стратегията за последователно изпитване (фигура), трябва да се разгледа цялата налична информация, за да се оцени необходимостта от провеждане на in vivo дермално изпитване. Въпреки че при оценката на отделни параметри (например много високи или ниски стойности на рН ) може да се получи съществена информация, трябва да се разгледат всички съществуващи данни. Всички сведения за ефектите на дадено вещество или негови структурни аналози трябва да бъдат оценени в процеса на вземане на решение и трябва да се представи обосновката на взетото решение. На първо място трябва да се обърне внимание на съществуващите данни за ефектите върху хора и животни, а след това да се оценят резултатите от in vitro или ex vivo изпитвания. Във всички случаи, когато е възможно, трябва да се избягва провеждането на in vivo изпитвания на корозивни химични вещества. Факторите, които се вземат под внимание в стратегията на изпитване, включват:

Оценка на съществуващите данни за ефектите на веществото върху хора и животни (Стъпка 1). Съществуващите данни за ефектите върху хора, като например данни от клинични проучвания, проучвания върху работници, описания на случаи и/или данни от изпитвания върху животни, например от проучвания на острата дермална токсичност или дермалната токсичност при многократна експозиция, трябва да се разглеждат с предимство, защото те осигуряват информация, пряко свързана с ефектите върху кожата. Не е необходимо да се провеждат in vivo изпитвания на вещества с известно дразнещо или корозивно действие, както и на тези, при които данните убедително показват отсъствие на дразнещ или корозивен ефект.

Анализ на зависимостите “структура-активност” (structure activity relationships, SAR) (Стъпка 2). Резултатите от изпитвания на вещества с подобна химична структура трябва да се вземат под внимание, ако са налице такива данни. Когато съществуват достатъчно данни за хора и/или животни, свидетелстващи за дермално дразнещо/ корозивно действие на химични вещества с аналогична структура или смеси от такива вещества, може да се приеме, че веществото, което подлежи на проучване, ще предизвика същия ефект. В тези случаи може да се прецени, че не е необходимо да се провежда изпитване. Съгласно стратегията за последователно изпитване негативните данни от проучвания на химични вещества с аналогична структура или смеси от такива вещества не се считат като достатъчно основание, за да се приеме отсъствие на корозивен или дразнещ ефект за дадено химично вещество. За установяване на потенциално корозивно/ дразнещо действие върху кожата трябва да се използват валидирани и утвърдени SAR подходи.

Физикохимични свойства и химична активност (Стъпка 3). Химични вещества с много високо или много ниско рН (рН≥11.5 или рН≤2.0) могат да предизвикат силно изразени локални ефекти. Когато дадено химично вещество може да се определи като корозивно за кожата въз основа на високо или ниско рН, трябва да се вземе под внимание и неговият алкално-киселинен резерв (или буферен капацитет) (3)(4). Когато данните за буферния капацитет показват, че веществото може да не е корозивно за кожата, трябва да се проведе по-нататъшно проучване за потвърждаване на това предположение, за предпочитане посредством валидирано и приети in vitro или ex vivo изпитване (виж стъпки 5 и 6).

Дермална токсичност (Стъпка 4). Когато е доказано, че дадено химично вещество проявява висока токсичност по дермален път на постъпване, провеждането на in vivo изпитване за кожно дразнещо/ корозивно действие може да бъде практически невъзможно, тъй като количеството от изпитваното вещество, което трябва да се приложи, превишава дозите, водещи до изразена токсичност или леталитет, и изпитването може да доведе до смърт или тежко страдание на опитните животни. В допълнение, когато са извършени проучвания на дермалната токсичност върху зайци албиноси с лимитираща доза 2 000 mg/kg т. или по-високи дози, и при тях не е установено кожно дразнене или корозивен ефект, може да се прецени, че не е необходимо да се провежда по-нататъшно изпитване за кожно дразнещо/ корозивно действие. Когато острата дермална токсичност се оценява въз основа на извършени в миналото проучвания, трябва да се имат предвид редица съображения. Например, представените данни за кожни увреждания могат да бъдат непълни. Изпитването и наблюденията може да са извършени не върху зайци, а върху друг животински вид, който се различава значително по своята чувствителност към веществото. Също така формата, в която изпитваното вещество е приложено на животните, може да не е избрана подходящо с оглед оценката на кожно дразнещо/ корозивно действие (например, при оценката на дермалната токсичност веществата се използват често в разредено състояние (5)). Въпреки това, в случаите, когато са налице адекватно планирани и проведени проучвания на дермалната токсичност върху зайци, отрицателните резултати могат да се считат като достатъчно доказателство за това, че веществото не проявява корозивно или дразнещо действие. 

Резултати от in vitro или ex vivo изпитвания (Стъпки 5 и 6). Химични вещества, които проявяват корозивни или силно изразени дразнещи свойства при валидирано и утвърдено in vitro или ex vivo изпитване за оценка на тези специфични ефекти (6)(7), не е необходимо да се изпитват върху животни. Може да се приеме, че тези вещества ще предизвикат подобни силно изразени ефекти in vivo.
In vivo изпитване върху зайци (Стъпки 7 и 8). Когато е взето решение за провеждане на in vivo изпитване, то трябва да започне с третиране на едно животно. Когато резултатите от третирането показват, че веществото е корозивно за кожата, не трябва да се извършва по-нататъшно изпитване. Ако при първоначалното изпитване не се наблюдава корозивен ефект, дразнещият ефект или негативният резултат трябва да се потвърди, като се третират най-много две допълнителни животни при 4-часова експозиция. Когато при първоначалното изпитване се наблюдава дразнещо действие, потвърждаващото изпитване може да се извърши последователно (върху едно животно и при необходимост - върху второ животно) или едновременно върху две животни.
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ФИГУРА

СТРАТЕГИЯ ЗА ИЗПИТВАНЕ И ОЦЕНКА НА ДРАЗНЕЩО/ КОРОЗИВНО ДЕЙСТВИЕ ВЪРХУ КОЖАТА


Действие
Резултат
Извод

1
Съществуващите данни за хора и/или животни показват наличие на ефекти върху кожата или лигавиците.


Корозивен ефект

Дразнещ ефект

Ефектът не е корозивен / не е дразнещ.
С този резултат проучването приключва. Веществото се класифицира като корозивно. Не е необходимо да се изпитва.

С този резултат проучването приключва. Веществото се класифицира като дразнещо. Не е необходимо да се изпитва.
С този резултат проучването приключва. Веществото не се класифицира като корозивно или дразнещо. Не е необходимо да се изпитва.






2
Извършете оценка на SAR за кожно дразнещо / корозивно действие.
Прогнозира се тежко увреждане на кожата.

Прогнозира се дразнещ ефект върху кожата.


Веществото се класифицира като корозивно. Не е необходимо да се изпитва.

Веществото се класифицира като дразнещо. Не е необходимо да се изпитва.






3
Измерете рН (вземете под внимание буферния капацитет, когато е необходимо).
РН ≤2 или ≥ 11.5 (с висок буферен капацитет, когато е необходимо той да се вземе предвид)
Приема се, че веществото е корозивно. Не е необходимо да се изпитва.






4
Анализирайте данните за системната токсичност при кожен път на постъпване (1).
Силно токсично

Липсва корозивен или дразнещ ефект при изпитване върху зайци с лимитираща доза равна или по-висока от 2000 mg/kg т.м.
Не е необходимо да се провежда изпитване.

Приема се, че веществото не е корозивно или дразнещо. Не е необходимо да се изпитва.








5
Проведете валидирано и утвърдено in vitro или ex vivo изпитване за кожно корозивно действие.
Корозивен ефект
Приема се, че веществото е корозивно in vivo. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.






6
Проведете валидирано и утвърдено in vitro или ex vivo изпитване за кожно дразнещо действие.
Дразнещ ефект
Приема се, че веществото е дразнещо in vivo. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.






7
Извършете първоначално in vivo изпитване върху един заек.
Тежко увреждане на кожата
Веществото се класифицира като корозивно. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.






8
Извършете потвърждаващо изпитване върху едно или две допълнителни животни.
Корозивен или дразнещ ефект

Липсва корозивен или дразнещ ефект.
Веществото се класифицира като корозивно или дразнещо. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.

Веществото не се класифицира като корозивно или дразнещо. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.





(1) Може да се извърши и между стъпки 2 и 3.



д) Метод „В. 5. Остра токсичност (очно дразнене)” се изменя така:

В5. ОСТРА ТОКСИЧНОСТ: ОЧНО ДРАЗНЕЩО/ КОРОЗИВНО ДЕЙСТВИЕ

1. МЕТОД

Този метод е еквивалентен на OECD TG 405 (2002)
1.1. ВЪВЕДЕНИЕ

При подготовката на този осъвременен метод специално внимание беше отделено на възможностите за усъвършенстване на метода посредством оценка на цялата съществуваща информация за изпитваното вещество с оглед избягване на ненужно изпитване върху лабораторни животни. В този метод се препоръчва преди да се пристъпи към in vivo изпитването за оценка на острото корозивно/ дразнещо действие върху очите, да се извърши анализ на съществуващите данни за химичното вещество (1), които имат отношение към тези ефекти. Когато липсват достатъчно данни, се препоръчва те да бъдат получени чрез извършване на последователно изпитване (2)(3). Стратегията за изпитването включва извършването на валидирани и приети in vitro изпитвания и е изложена като Приложение към този метод. Също така се препоръчва преди да се вземе решение за провеждане на in vivo изпитване за очно дразнещо/ корозивно действие, да се проведе in vivo изпитване за оценка на кожното дразнещо/ корозивно действие, въз основа на което може да се предвиди корозивният ефект върху очите.

В интерес както на научната стойност на проучването, така и на защитата на лабораторните животни, е да не се взима решение за провеждане на in vivo изпитване, преди да бъдат анализирани и оценени всички налични данни във връзка с потенциалното корозивно/ дразнещо действие на веществото върху очите. Тук се включват преди всичко  данни от съществуващи проучвания върху хора и/или лабораторни животни, данни за корозивно/ дразнещо действие на едно или повече вещества с подобен химичен строеж или смеси от такива вещества, данни за висока киселинност или алкалност (4)(5), както и резултати от валидирани и приети in vitro или ex vivo методи за оценка на дразнещо/ корозивно действие върху кожата (6)(6a). Проучванията могат да бъдат извършени преди анализа на съществуващите данни или в резултат от този анализ.

За някои вещества анализът може да покаже необходимост от извършване на in vivo изпитване за оценка на потенциалното дразнещо/ корозивно действие върху очите. Във всички тези случаи преди да се вземе решение за провеждане на това изпитване, се препоръчва да се извърши in vivo изпитване на дермалните ефекти на веществото и оценка на резултатите от него съгласно метод В.4 (7). Приложението на анализа на съществуващите данни и стратегията за последователно изпитване води до намаляване на необходимостта от извършване на in vivo изпитвания за очно корозивно/ дразнещо действие на веществата, за които съществуват достатъчно събрани данни от други проучвания. In vivo изпитване за оценка на очното корозивно/ дразнещо действие може да се проведе, когато потенциалното очно корозивно/ дразнещо действие не може да се оцени чрез прилагане на стратегията за последователно изпитване дори след извършването на in vivo изпитване за кожно дразнещо/ корозивно действие.

Като Приложение към този Метод е представена препоръчителна стратегия за последователно изпитване, която включва прилагането на валидирани и приети  in vitro или ex vivo методи за оценка на корозивно/ дразнещо действие. Стратегията е разработена и единодушно препоръчана от участниците в семинар на OECD (8) и е приета като препоръчителна стратегия за изпитване в рамките на Глобално хармонизираната система за класифициране на химични вещества (the Globally Harmonized System for the Classification of Chemical Substances, GSH) (9). Препоръчва се тази стратегия за изпитване да се приложи, преди да се проведе in vivo изпитване. За нови вещества стратегията представлява препоръчителният подход за поетапно изпитване с цел получаване на достоверни научни данни за корозивно/ дразнещо действие. За съществуващи вещества с недостатъчно данни за кожно и очно корозивно/ дразнещо действие, стратегията трябва да се приложи, за да се запълнят липсващите данни. Използването на друга стратегия или процедура за изпитване или решението да не се прилага поетапният подход за изпитване трябва да бъдат обосновани.

1.2. ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Очно дразнене е предизвикването на промени в окото след прилагане на изпитваното вещество върху предната очна повърхност, като промените се напълно обратими до 21-я ден след третирането.
Корозивно действие върху очите е предизвикването на увреждане на тъканите на окото или сериозно увреждане на зрението вследствие прилагането на изпитваното вещество върху предната очна повърхност, като увреждането не е напълно обратимо до 21-я ден след третирането. 

1.3. ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Изпитваното вещество се прилага еднократно върху едно от очите на опитното животно. Окото, което не е третирано, служи като контрола. През определени интервали от време се отчита и оценява степента на дразнещо/корозивно действие върху конюнктивата, роговицата и ириса. Други ефекти върху очите, както и неблагоприятни системни ефекти също се описват, за да може да се извърши цялостна оценка на токсичното действие. Продължителността на наблюдението трябва да е достатъчно голяма, за да може да се отчете дали наблюдаваните ефекти са обратими или не.

Животните, които показват трайни признаци на тежък дистрес и/или болка в който и да е момент от изпитването, трябва да се умъртвяват по хуманен начин и ефектите да се вземат под внимание при оценката на веществото. Критериите за вземане на решение за умъртвяване по хуманен начин на животните, които изпитват тежко страдание и се намират в терминално състояние, са посочени в литературата (10) 
1.4. ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.4.1. Подготовка на in vivo изпитването

1.4.1.1. Избор на вида опитни животни

Предпочитаните опитни животни са зайците албиноси. Използват се млади, здрави, полово зрели животни. Използването на други животински видове трябва да се обоснове.
1.4.1.2. Подготовка на животните

Двете очи на всяко експериментално животно, което е избрано за евентуално включване в изпитването, трябва да се прегледат през последните 24 часа преди началото му. Животните, при които се установяват признаци на очно дразнене, очни дефекти или увреждане на роговицата, не трябва да се използват.

1.4.1.3. Условия на отглеждане и хранене

Животните се разпределят в отделни клетки. В помещението, в което се намират зайците, трябва да се поддържа температура 20 °C (±3 °C). Стойностите на относителната влажност не трябва да са по-ниски от 30 % и е желателно да не превишават 70 % освен по време на почистване на помещението. Целта е поддържане на относителната влажност в интервала 50-60 %. Осигурява се изкуствено осветлението, като се редуват 12 часа светъл период и 12 часа тъмен период. При храненето се прилагат конвенционалните лабораторни диети с неограничен достъп до питейна вода.

1.4.2. Процедура на изпитването

1.4.2.1. Прилагане на изпитваното вещество 

Изпитваното вещество се поставя в конюнктивалния сак на едното око на всяко от животните след леко издърпване на долния клепач по-напред от очната ябълка. След това двата клепача се съединяват за около една секунда, за да може цялото поставено количество от веществото да се задържи в контакт с окото. Другото око не се третира и служи за контрола.

1.4.2.2. Промивка

Очите на опитните животни не трябва да се промиват в продължение най-малко на 24 часа след прилагане на веществото, освен в случаите, когато веществото е в твърдо агрегатно състояние (виж точка 1.4.2.3.2) и когато корозивният или дразнещ ефект се проявява непосредствено след третирането. Промивка може да се направи на 24-я час след третирането, ако е необходимо.

Използването на допълнителна група животни за изследване влиянието на промивката не се препоръчва, освен ако не е достатъчно обосновано. Когато е необходимо използването на допълнителна група, тя трябва да включва два заека. Условията за извършване на промивката трябва да се документират внимателно, включително дата и час, състав и температура на разтвора за промиване и използвано количество от него, продължителност и скорост на промиването.

1.4.2.3. Дози

1.4.2.3.1. Изпитване на течности

Когато се изпитват течни вещества, третирането се извършва с количество от 0.1 ml. Вещества, които се употребяват под формата на спрей, не трябва да се прилагат директно върху окото чрез пръскане. В този случай част от течността трябва да се изпръска и да се събере в контейнер, след което от нея се взема необходимото количество от 0.1 ml и се поставя в окото.
1.4.2.3.2. Изпитване на твърди вещества

Когато се изпитват твърди, пастообразни и прахообразни вещества, се прилага количество с обем 0.1 ml или маса не повече от 100 mg. Материалът, който се изпитва, трябва да се стрие до фин прах. Обемът на прахообразното твърдо вещество трябва да се измери след леко уплътняване, например чрез почукване върху съда, в който се извършва измерването. Когато твърдото вещество не се е отстранило от окото по естествен път при първото отчитане на наблюдаваните промени (един час след третирането), окото може да се изплакне с физиологичен разтвор или дестилирана вода. 

1.4.2.3.3. Изпитване на аерозоли

При всички веществата, които се прилагат като спрей (спрей с помпа или аерозол), се препоръчва част от течността да се изпръска в контейнер и от нея да се вземе количеството, необходимо за третиране на окото. Изключение се прави само за вещества в аерозолни флакони под налягане, които не могат да се съберат по този начин поради това, че се изпаряват. В тези случаи окото трябва да се придържа отворено и изпитваното вещество се поставя директно върху предната му повърхност с едно изпръскване в продължение на около една секунда. Флаконът се държи пред окото на разстояние 10 cm. Разстоянието може да варира в зависимост от налягането на аерозола и неговия състав. Изпръскването под налягане трябва да се извърши внимателно, за да не се увреди окото. В някои случаи може да бъде необходимо да се оцени потенциалът за “механично” увреждане на окото от налягането на аерозола.

Оценка на дозата от аерозола, с която е третирано окото, може да се направи чрез следната процедура: веществото се напръсква върху тегловна хартия през отвор с размерите на окото на заека, поставен непосредствено пред хартията. Чрез разликата между масата на хартията преди и след напръскването се определя приблизително количеството, което би попаднало върху окото. За летливи вещества вместо тегловна хартия може да се използва контейнер. Изпръсканото в него количество се определя чрез претегляне на контейнера преди и след изпразването му. 

1.4.2.4. Първоначално изпитване (In vivo изпитване за оценка на очно дразнещо/ корозивно действие с използване на едно опитно животно)

В съответствие със стратегията за последователно изпитване (виж Приложение 1) се препоръчва in vivo изпитването да се извърши първоначално върху едно опитно животно.

Когато това изпитване се проведе съгласно описаната процедура и резултатите показват, че веществото може да прояви корозивно или изразено дразнещо действие върху очите, не трябва да се извършва по-нататъшно изпитване за оценка на очното дразнещо действие.

1.4.2.5. Местни анестетици

Необходимостта от използване на местни анестетици се преценява конкретно за всеки отделен случай. Когато анализът на съществуващите данни показва, че изпитваното вещество може да причини болка или при първоначалното изпитване се появява болка, преди третирането може да се приложи местен анестетик. Видът, концентрацията и дозата на анестетика трябва да се подберат внимателно, така че употребата му да не доведе до промяна в реакцията към изпитваното вещество. Контролното око се третира с анестетика по същия начин.

1.4.2.6. Потвърждаващо изпитване (In vivo изпитване за оценка на очно дразнещо действие с използване на допълнителни опитни животни).

Когато при първоначалното изпитване не се наблюдава корозивен ефект, дразнещият ефект или негативният резултат трябва да се потвърдят, като се третират най-много две допълнителни животни. Ако при първоначалното изпитване се установява силно изразено дразнещо действие и при потвърждаващото изпитване се очаква силно изразен (необратим) ефект, се препоръчва потвърждаващото изпитване да се извърши чрез последователно третиране (върху едно животно и след това при необходимост - върху още едно животно) вместо едновременно върху двете допълнителни животни. Когато при второто третирано животно се наблюдава корозивен или силно изразен дразнещ ефект, изпитването се прекратява. При поява на слаб или умерен дразнещ ефект може да се наложи използването на допълнителни опитни животни, за да се потвърдят тези резултати.

1.4.2.7. Период на наблюдение

Продължителността на периода на наблюдение трябва да бъде достатъчна за цялостната оценка на степента и обратимостта на наблюдаваните ефекти. Въпреки това, изпитването трябва да се прекрати във всеки момент, когато опитните животни покажат трайни признаци на силна болка или дистрес (9). Обикновено, за да се установи дали ефектите са обратими, животните трябва да се наблюдават в продължение на 21 дни след прилагането на веществото. Ако преди края на 21-дневния период се установи, че промените са обратими, изпитването се прекратява в момента, когато това е установено. 

1.4.2.7.1. Клинично наблюдение и оценка на очните реакции

Очите се преглеждат на 1-я, 24-я, 48-я и 72-я час след прилагането на изпитваното вещество. Наблюдението не трябва да продължава по-дълго от необходимото за получаване на достатъчно ясна и пълна информация. Животните, които показват трайни признаци на силна болка или дистрес, трябва да бъдат умъртвени незабавно по хуманен начин, и тези ефекти да се вземат под внимание при оценката на веществото. Опитните животни със следните очни увреждания, настъпили след третирането, трябва да бъдат умъртвени по хуманен начин: перфорация на роговицата или язва/ язви, засягащи значителна част от роговицата, включително стафилома; кръв в предната камера на окото; помътняване на роговицата от четвърта степен, което персистира за 48 часа; отсъствие на реакция на светлината (промени в ириса от втора степен), което персистира за 72 часа; язви на конюнктивата; некроза на конюнктивата или мигателните ципи; влажна некроза. Умъртвяването се налага, тъй като тези лезии най-често са необратими.

Опитните животни, при които не се развиват очни лезии, трябва да се умъртвяват не по-рано от 3 дни след третирането. Опитни животни с леко до умерено изразени лезии трябва да се наблюдават, докато лезиите отзвучат или в продължение на 21 дни, след което изпитването се прекратява. Наблюдението трябва да се извърши на 7-я, 14-я и 21-я ден след третирането, за да се прецени състоянието на получените лезии и тяхната обратимост или необратимост.

При всяко наблюдение трябва да се отчита степента на очните реакции (за конюнктива, роговица и ирис) (Таблица 1). Всички други очни лезии (например панус, пигментиране) или неблагоприятни системни ефекти също трябва да се опишат. 

Прегледът на очните реакции може да се улесни чрез използване на бинокулярна лупа, ръчна шпалт-лампа, биомикроскоп или друг подходящ уред. След отчитане на наблюденията на 24-я час очите могат допълнително да се изследват с помощта на флуоресцеин.

Оценката и степенуването на очните промени е субективен процес. За да се постигне съответствие в оценките при класифицирането на очните промени и да се подпомогнат лабораториите, в които се провеждат изпитвания, и лицата, които наблюдават животните и оценяват намерените промени, персоналът, извършващ наблюдението, трябва да се обучи добре да прилага класификационната скала. 

2. Данни

2.2. Оценка на резултатите

Баловата оценка на очното дразнене трябва да се разглежда заедно с вида, тежестта и обратимостта или необратимостта на настъпилите лезии. Индивидуалната балова оценка не е единственият критерий за определяне на дразнещите свойства на изпитваното вещество, тъй като се оценяват и други ефекти на веществото. В тази връзка индивидуалният бал трябва да се разглежда като референтна стойност, която има значение само тогава, когато е подкрепена от пълното описание и оценка на всички наблюдения.
3. докладване на резултатите

3.1. Отчет за изпитването

Отчетът за изпитването трябва да включва следната информация:

Обосновка на извършеното in vivo изпитване: резултати от анализа на съществуващите данни от предишни изпитвания, включително резултатите от прилагането на стратегията за последователно изпитване:

- описание на съществените данни от предишни изпитвания;

- данни, получени при всяка стъпка от стратегията за изпитване;

- описание на извършените in vitro изпитвания, включително подробно представяне на процедурите за изпитване и резултатите, получени при прилагане на изпитваните и референтните химични вещества;

- описание на проведеното in vivo изпитване за оценка на кожно дразнещо/ корозивно действие и на получените резултати;

- анализ на съществуващите данни с оглед преценка на необходимостта от извършване на in vivo проучване.

Изпитвано вещество:

- данни за идентичност на химичното вещество (напр. CAS номер, източник, чистота, известни примеси, номер на партидата);

- физично състояние и физикохимични свойства (напр. рН, летливост, разтворимост, стабилност, химична реакция с вода);

- при изпитване на смеси, трябва да се представят данни за качествения състав на сместа и процентното съдържание на компонентите й.

- когато се използва местен анестетик, за него се представят данни за идентичност, чистота, вид, доза, възможност за взаимодействие с изпитваното вещество.

Носител:

- данни за идентичност, концентрация (когато е необходимо), използван обем;

- обосновка за избора на носителя.

Опитни животни:

- вид/ порода, обосновка за използване на други животински видове/ породи освен зайци албиноси;

- възраст на животните в началото на проучването;

- брой на животните от всеки пол в опитните и контролните групи (когато е необходимо);

- индивидуална телесна маса на всяко животно в началото и края на изпитването;

- източник за доставка на животните, условия на отглеждане, диета и т.н.

Резултати:

- описание на методите за изследване на очния статус, използвани при характеризирането и степенуването на очните промени във всеки момент на отчитане (напр. използване на ръчна шпалт-лампа, биомикроскоп, флуоресцеин и др.)

- представяне в табличен вид на данните за проявите на дразнещо/ корозивно действие за всяко животно във всички моменти на отчитане до отстраняването на животното от изпитването;

- описание в разказна форма на вида и степента на наблюдаваните прояви на дразнещо/ корозивно действие;

- описание на всички други очни лезии (например васкуларизация, образуване на панус, адхезии, пигментиране);

- описание на неблагоприятни локални ефекти, освен очните лезии, както и на неблагоприятни системни ефекти и хистопатологични наблюдения, ако такива са налице.

Обсъждане на резултатите.

3.2. Интерпретация на резултатите

Екстраполацията на резултатите от проучванията на очното дразнене върху лабораторни животни е валидна само в ограничена степен. В много случаи зайците албиноси са по-чувствителни от хората към вещества с очно дразнещо или корозивно действие.

При интерпретацията на данните трябва внимателно да се прецени и изключи възможността дразненето да е предизвикано вторично вследствие на инфекция.
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ТАБЛИЦА I. СКАЛА НА ОЧНИТЕ УВРЕЖДАНИЯ

Pоговица

Помътняване: степен на плътност (отчитането се извършва за участъка с най-плътно помътняване) (*)
Отсъствие на улцерация или помътняване................................................................0

Разпръснати или дифузни зони на помътняване (изключва се лекото замъгляване на нормалния блясък); детайлите на ириса са ясно различими.........1

Ясно различима полупрозрачна зона; детайлите на ириса са леко замъглени......2 

Зона със седефен цвят; детайлите на ириса не се забелязват; големината на зеницата се определя трудно.................................................................................3

Непрозрачна роговица; ирисът не се различава през помътнената роговица.…...4

Максимален бал: 4

(*) Зоната на помътняване на роговицата трябва да бъде отбелязана.

Ирис

Без промени...................................................................................................................0

Забележимо увеличени гънки, конгестия (застой), оток, умерена перикорнеална хиперемия; или инфекция; ирисът реагира на светлина (вялата реакция се счита за признак на увреждане)....................................................................................................................1

Кръвоизлив, разрушаване на нормалната структура, което е видимо макроскопски, или липса на реакция на светлина....................................................2

Максимален бал: 2

Конюнктиви 

Еритем (отнася се за палпебралната и булбарната конюнктива, като се изключват роговицата и ирисът)

Нормални кръвоносни съдове.................................................................................…0
Хиперемия на някои кръвоносни съдове..................….............................................1
Дифузно кървавочервено оцветяване; отделните кръвоносни съдове са трудно различими.............................................….....................................……………………2
Дифузно тъмночервено оцветяване.....................................................................…...3
Максимален бал: 3

Хемоза

Подуване (отнася се за конюнктивата на клепачите и/или мигателните ципи)
Липсва подуване ..............................................................................….......................0
Наличие на подуване, забелязва се известна разлика спрямо нормалното състояние.......................................................................................................................1

Ясно изразено подуване с частично обръщане на клепачите..................................2

Подуване със затворени приблизително наполовина клепачи................................3

Подуване със затворени повече от наполовина клепачи..........................................4

Максимален бал: 4

ПРИЛОЖЕНИЕ

Стратегия за последователно изпитване за оценка на дразнещо/корозивно действие върху очите
ОБЩИ СЪОБРАЖЕНИЯ

В интерес на научната стойност на проучването и на защитата на животните е важно да се избягва ненужното използване на опитни животни и да се допускат колкото е възможно по-малко изпитвания, за които се очаква, че ще предизвикат тежки увреждания. Преди да се пристъпи към in vivo изпитване, трябва да се оцени цялата съществуваща информация по отношение на дразнещия/ корозивния потенциал на дадено химично вещество за очите. Възможно е вече да съществуват достатъчно данни, въз основа на които веществото може да се класифицира по отношение на очното дразнещо/ корозивно действие, без да е необходимо да се извършват изпитвания върху лабораторни животни. Затова чрез анализа на съществуващите данни и стратегията за последователно изпитване ще се сведе до минимум необходимостта от in vivo изпитвания, особено когато се очаква, че химичното вещество ще предизвика тежки увреждания у животните.
Препоръчва се да се извърши анализ на съществуващите данни за очното дразнещо и корозивно действие на химичното вещество, за да се прецени дали да се проведат други проучвания освен in vivo изпитвания върху очите, които могат да подпомогнат оценката на дразнещия/ корозивния потенциал. Когато се прецени, че са нужни по-нататъшни проучвания, се препоръчва необходимите експериментални данни да се получат, като се приложи стратегията за последователно изпитване. За химични вещества, които не са изпитвани досега, стратегията за последователно изпитване трябва да се използва, за да се съберат всички данни, необходими за оценката на дразнещия/ корозивния ефект върху очите. Стратегията за изпитване, изложена в това Приложение, е разработена на семинар на OECD (1). По-късно тя е утвърдена и разширена в рамките на Хармонизираната интегрирана система за класифициране на опасностите във връзка с ефектите на химичните вещества върху човешкото здраве и околната среда, приета на 28-та Съвместна Среща на Комитета по химикалите и Работната група по химикалите, ноември 1998 (2).

Въпреки че стратегията за последователно изпитване не е включена като неразделна част от метод В5, тя представлява препоръчителния подход за оценка на дразнещия и корозивен ефект върху очите. Този подход съответства в най-висока степен на критериите за добра практика и етика при in vivo изпитванията за оценка на очното дразнещо и корозивно действие. В представения метод са дадени указания за провеждането на in vivo изпитването и се обобщават факторите, които трябва да се вземат предвид, преди да се пристъпи към него. Стратегията предлага подход за оценка на съществуващите данни за очното дразнещо/ корозивно действие на химичните вещества и поетапен подход за получаване на необходимите данни за веществата, които досега не са изследвани или за които са необходими допълнителни проучвания. В стратегията се включва първоначалното извършване на валидирани и утвърдени in vitro или ex vivo изпитвания и след това на изпитването за оценка на кожно корозивно/ дразнещо действие (метод B.4) при определени условия (3)(4). 

ОПИСАНИЕ НА СТРАТЕГИЯТА ЗА последователно ИЗПИТВАНЕ

Преди да се предприемат изпитвания в рамките на стратегията за последователно изпитване (Фигура), трябва да се разгледа цялата налична информация, за да се оцени необходимостта от провеждане на in vivo изпитване върху очите. Въпреки че при оценката на отделни параметри (например при много високи или ниски стойности на рН) може да се получи съществена информация, трябва да се разгледат всички съществуващи данни. Всички сведения за ефектите на дадено вещество и неговите структурни аналози трябва да бъдат оценени в процеса на вземане на решение и трябва да се представи обосновката на взетото решение. На първо място трябва да се обърне внимание на съществуващите данни за ефектите на веществото върху хора и животни, а след това да се оценят резултатите от in vitro или ex vivo изпитвания. Във всички случаи, когато е възможно, трябва да се избягва провеждането на in vivo изпитвания на корозивни химични вещества. Факторите, които се вземат под внимание в стратегията на изпитване, включват:

Оценка на съществуващите данни за за ефектите на веществото върху хора и животни (Стъпка 1). Съществуващите данни за за ефектите върху хора, като например данни от клинични проучвания, проучвания върху работници, описания на случаи, и/или данни от изпитвания върху животни за оценка на ефекта върху очите, трябва да се разглеждат с предимство, защото те осигуряват информация, пряко свързана с действието на веществото върху очите. След това трябва да се оценят данните от проучвания на кожното корозивно/ дразнещо действие при хора и/или животни. Опитните животни не трябва да се третират с вещества с известно корозивно или изразено дразнещо действие върху очите. Това се отнася и за вещества с корозивно/ дразнещо действие върху кожата. Тези вещества трябва да се разглеждат като корозивни/ дразнещи и за очите. Също така не е необходимо да се провеждат in vivo изпитвания на вещества, за които съществуват достатъчно данни от предишни проучвания за отсъствие на очно дразнещо или корозивно действие.

Анализ на зависимостта “структура-активност” (structure activity relationships, SAR) (Стъпка 2). Резултатите от изпитвания на вещества с подобна химична структура трябва да се вземат под внимание, ако са налице такива данни. Когато съществуват достатъчно данни за хора и/или животни, свидетелстващи за очно дразнещо/ корозивно действие на химични вещества с аналогична структура или смеси от такива вещества, може да се приеме, че веществото, което подлежи на проучване, ще предизвика същия ефект. В тези случаи може да се прецени, че не е необходимо да се провежда изпитване. Съгласно стратегията за последователно изпитване негативните данни от проучвания на химични вещества с аналогична структура или смеси от такива вещества не се считат като достатъчно основание, за да се приеме отсъствие на корозивен или дразнещ ефект за дадено химично вещество. За установяване на потенциално корозивно/ дразнещо действие върху кожата и очите трябва да се използват валидирани и утвърдени SAR подходи.

Физикохимични свойства и химична активност (Стъпка 3). Химични вещества с много високо или много ниско рН (рН≥11.5 или рН≤2.0) могат да предизвикат силно изразени локални ефекти. Когато дадено химично вещество може да се определи като корозивно за кожата въз основа на високо или ниско рН, трябва да се вземе под внимание и неговият алкално-киселинен резерв (или буферен капацитет) (5)(6). Когато данните за буферния капацитет показват, че веществото може да не е корозивно за кожата, трябва да се проведе по-нататъшно проучване за потвърждаване на това предположение, за предпочитане посредством валидирано и утвърдено in vitro или ex vivo изпитване (виж стъпки 5 и 6).

Оценка на други съществуващи данни (Стъпка 4). На този етап трябва да се оцени цялата налична информация за системната токсичност по дермален път на постъпване. Острата дермална токсичност на химичното вещество също трябва да се вземе под внимание. Когато е доказано, че дадено химично вещество проявява висока токсичност по дермален път на постъпване, може да се прецени, че не е необходимо да се изпитва върху опитни животни. Въпреки че не винаги съществува връзка между острата дермална токсичност и очното дразнещо/ корозивно действие, може да се приеме, че ако дадено вещество проявява висока токсичност по дермален път на постъпване, то може да прояви висока токсичност и при инстилиране в очите. Тези данни могат да се разгледат също и между стъпки 2 и 3.

Резултати от in vitro или ex vivo изпитвания (Стъпки 5 и 6). Химични вещества, които проявяват корозивни или силно изразени дразнещи свойства при валидирано и утвърдено in vitro или ex vivo изпитване за оценка на кожно или очно дразнещо/ корозивно действие (7)(8), не е необходимо да се изпитват върху животни. Може да се приеме, че тези вещества ще предизвикат подобни силно изразени ефекти in vivo. Когато не съществуват валидирани и приети in vitro/ ex vivo изпитвания, стъпки 5 и 6 се пропускат и се преминава директно към стъпка 7.

Оценка на in vivo дразнещото или корозивно действие на химичното вещество върху кожата (Стъпка 7). Когато съществуващите данни за потенциалното очно дразнещо/ корозивно действие на дадено вещество, получени от посочените по-горе проучвания, не са достатъчни, за да се извърши анализ и да се стигне до убедителни изводи, първо трябва да се оцени потенциалното кожно дразнещо /корозивно действие посредством метод В4 (4) и приложението към него (9). Когато е доказано, че веществото предизвиква корозивен ефект или силно изразено дразнене върху кожата, то трябва да се разглежда като корозивно за очите, освен ако съществуват други данни, които не са в подкрепа на това заключение. Затова в този случай не е необходимо да се извършва in vivo изпитване за оценка на действието върху очите. Когато веществото не е корозивно или силно дразнещо за кожата, in vivo изпитването трябва да се извърши.
In vivo изпитване върху зайци (Стъпки 8 и 9). In vivo изпитването за оценка на действието върху очите трябва да започне с изпитване върху едно опитно животно. Когато резултатите от него показват, че веществото проявява изразено очно дразнещо или корозивно действие, не трябва да се извършва по-нататъшно изпитване. Когато при първоначалното изпитване не се наблюдават корозивен или изразен дразнещ ефект, се извършва потвърждаващо изпитване с две допълнителни животни.
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ФИГУРА

СТРАТЕГИЯ ЗА ИЗПИТВАНЕ И ОЦЕНКА НА ДРАЗНЕЩО/ КОРОЗИВНО ДЕЙСТВИЕ ВЪРХУ ОЧИТЕ


Действие
Резултат
Извод

1
Съществуващите данни за хора и/или животни показват наличие на ефекти върху очите.

Съществуващите данни за хора и/или животни показват наличие на корозивен ефект върху кожата.

Съществуващите данни за хора и/или животни показват наличие на изразен дразнещ ефект върху кожата.


Тежко увреждане на очите

Дразнещ ефект върху очите

Ефектът върху очите не е корозивен / не е дразнещ.

Корозивен ефект върху кожата

Изразен дразнещ ефект върху кожата
С този резултат проучването приключва. Веществото се класифицира като корозивно за очите. Не е необходимо да се изпитва.

С този резултат проучването приключва. Веществото се класифицира като дразнещо за очите. Не е необходимо да се изпитва.
С този резултат проучването приключва. Веществото не се класифицира като корозивно или дразнещо за очите. Не е необходимо да се изпитва.
Приема се, че веществото е корозивно за очите. Не е необходимо да се изпитва.

Приема се, че веществото е дразнещо за очите. Не е необходимо да се изпитва.






2
Извършете оценка на SAR за очно дразнещо / корозивно действие.

Извършете оценка на SAR за кожно корозивно действие.


Прогнозира се тежко увреждане на очите.
Прогнозира се дразнещ ефект върху очите.

Прогнозира се корозивен ефект върху кожата.
Приема се, че веществото е корозивно за очите. Не е необходимо да се изпитва.

Приема се, че веществото е дразнещо за очите. Не е необходимо да се изпитва.

Приема се, че веществото е корозивно за очите. Не е необходимо да се изпитва.






3
Измерете рН (вземете под внимание буферния капацитет, когато е необходимо).
РН ≤2 или ≥ 11.5 (с висок буферен капацитет, когато е необходимо той да се вземе предвид)
Приема се, че веществото е корозивно за очите. Не е необходимо да се изпитва.






4
Анализирайте данните за системната токсичност при кожен път на постъпване.
Силно токсичен при концентрациши, които се използват  за третиране на очите.
При толкова висока токсичност не може да се проведе изпитване. Не е необходимо да се изпитва.








5
Проведете валидирано и утвърдено in vitro или ex vivo изпитване за очно корозивно действие.
Корозивен ефект
Приема се, че веществото е корозивно за очите. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.






6
Проведете валидирано и утвърдено in vitro или ex vivo изпитване за очно дразнещо действие.
Дразнещ ефект
Приема се, че веществото е дразнещо за очите. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.






7
Проведете in vivo изпитване за кожно дразнещо/ корозивно действие (вижте метод за изпитване В.4 и приложението към него).
Корозивен или изразен дразнещ ефект 
Приема се, че веществото е корозивно за очите. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.






8
Извършете първоначално in vivo изпитване за очно дразнещо/ корозвно действие върху един заек.
Тежко увреждане на очите


Веществото се класифицира като корозивно за очите. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.








9
Извършете потвърждаващо изпитване върху едно или две допълнителни животни.
Корозивен или дразнещ ефект

Липсва корозивен или дразнещ ефект.
Веществото се класифицира като корозивно или дразнещо за очите. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.

Веществото не се класифицира като корозивно или дразнещо. Не е необходимо по-нататъшно изпитване.

е) Метод „В. 31. Изпитване за тератогенност – гризачи и не-гризачи” се изменя така:

„B.31. ИЗПИТВАНЕ ЗА ОЦЕНКА НА ТОКСИЧНОСТТА ЗА ПРЕНАТАЛНОТО РАЗВИТИЕ

1. МЕТОД

Този метод е еквивалентен на метод OECD TG 414 (2001).

1.1.  ВЪВЕДЕНИЕ

Този метод за оценка на токсичността за развитието е разработен с цел да се проучат ефектите на пренаталната експозиция върху бременните опитни животни и върху развиващите се организми in utero. Това включва оценка на ефектите върху майките, както и на смъртността, структурните аномалии и отклоненията в растежа на плода. Въпреки че функционалните нарушения представляват съществена проява на токсичността за развитието, тяхната оценка не е предмет на настоящия метод за изпитване. Те могат да се оценят отделно или като допълнение към това изпитване, като се приложи методът за оценка на невротоксичността за развитието. За информация във връзка с изпитването за функционални нарушения и други постнатални ефекти могат да се ползват методите за оценка на репродуктивната токсичност в две поколения и на невротоксичността за развитието.

В отделни случаи може да се наложи този метод да се адаптира въз основа на познанията за специфичните особености на изпитваното химично вещество, например за неговите физикохимични или токсикологични свойства. Внасянето на изменения в метода е допустимо, когато съществуват убедителни научни данни за това, че прилагането на адаптирания метод ще доведе до по-информативни резултати. Научните данни в подкрепа на необходимостта от адаптиране на метода трябва внимателно да се документират в отчета на проучването.

1.2. ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Токсикология на развитието - дял от токсикологията, който изучава неблагоприятните ефекти върху развиващия се организъм в резултат от експозиция преди зачеването, по време на пренаталното развитие или постнатално до настъпването на полова зрялост. Основните прояви на токсичността за развитието включват: 1) смърт на организма; 2) структурни аномалии; 3) промени в растежа; 4) функционални нарушения. В миналото вместо “токсикология на развитието” често се е използвало названието “тератология”.

Неблагоприятен ефект e всяка промяна спрямо изходното състояние на организма, свързана с прилагането на изпитваното вещество, която води до понижаване жизнеспособността на организма, способността му да се размножава или да се адаптира към околната среда. Неблагоприятните ефекти за развитието в най-широк смисъл обхващат всеки ефект, който нарушава нормалното развитие на организма преди или след раждането.

Нарушение на растежа - промени в масата или размерите на тялото или органите на развиващия се организъм.

Изменения (аномалии) - нарушения в развитието на анатомичната структура, които включват малформации и вариации (28).

Малформация /тежка аномалия - структурна промяна, която оказва значителен неблагоприятен ефект върху състоянието на животното (може да бъде и летална) и обикновено настъпва рядко.

Вариация/ незначителна аномалия - структурна промяна, която оказва незначителен неблагоприятен ефект или не оказва неблагоприятен ефект върху състоянието на животното; тя може да бъде преходна и може да се среща сравнително често в контролната популация.

Заченат организъм - всички проилизащи от оплодената яйцеклетка структури на всеки стадий от развитието от оплождането до раждането , включително извънембрионалните мембрани, както и ембриото и фетуса.

Имплантация (нидация) - прикрепването на бластоциста към епителния слой, покриващ маточната кухина, включително проникването на бластоциста през епитела и навлизането му в ендометриума. 

Ембрион - организмът в ранния стадий на развитие след оплождането, по-специално времето от появата на надлъжната ос до момента, в който са налице всички основни анатомични структури.

Ембриотоксичност - токсичност, свързана с нарушаване на нормалната анатомична структура, развитието, растежа и/или жизнеспособността на ембриона.

Фетус (плод) - организмът в стадия на развитие между края на ембрионалния период и раждането.

Фетотоксичност - токсичност, свързана с нарушаване на нормалната анатомична структура, развитието, растежа и/или жизнеспособността на фетуса.

Аборт - преждевременното изхвърляне на ембриона или нежизнеспособния фетус от матката.

Резорбция - състояние, при което имплантираният в матката плод е загинал и в момента на наблюдението е в процес на резорбция или вече се е резорбирал.

Ранна резорбция - състояние, при което се наблюдават признаци на имплантация, без да се открива ембрион/фетус.

Късна резорбция - състояние, при което ембрионът или фетусът е загинал и при огледа му се наблюдават външни дегенеративни промени.

NOAEL: абревиатура на термина “no-observed-adverse-effect level“ и е максималната доза/концентрация, която не предизвиква наблюдавани неблагоприятни ефекти свързани с третирането. 
1.3. РЕФЕРЕНТНО ВЕЩЕСТВО

Не се използва.

1.4.  ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Обикновено бременните животни се третират с изпитваното вещество минимум от момента на имплантацията до деня преди датата, за която е планирано умъртвяването им. Тази дата трябва да се избере така, че да е  възможно най-близо до датата на термина за раждане  и  същевременно да се избегне рискът от загуба на данни в резултат на преждевременно раждане. Методът не е предназначен за изследване само на периода на органогенезата (ден 5-15 при гризачи и ден 6-18 при зайци), но също и за изследване на ефектите през предимплантационния период, когато е възможно, както и на  ефектите през цялата бременност до деня преди извършването на Цезарово сечение. Когато е възможно, се обхваща и предимплантационният период. Непосредствено преди извършването на Цезарово сечение женските животни се умъртвяват, съдържанието на матката се преглежда и фетусите се изследват за наличие на видими външни аномалии и аномалии на меките тъкани и скелета.

1.5.  ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА НА ИЗПИТВАНЕ

1.5.1. Избор на вида опитни животни

Препоръчва се изпитването да се извърши върху най-подходящия вид животни и да се изберат породи и линии лабораторни животни, които обичайно се използват при изпитвания за оценка на пренаталната токсичност за развитието. Предпочитаният вид гризачи е плъх, а предпочитаният вид опитни животни, който не се отнася към гризачите, е заек. Използването на други животински видове трябва да се обоснове.

1.5.2. Условия на отглеждане и хранене

Температурата на помещението, в което се извършва изпитването, трябва да бъде 22°C (± 3°) за гризачите и 18°C (±3°) за зайците. Стойностите на относителната влажност не трябва да са по-ниски от 30 % и е желателно да не превишават 70 % освен при почистване на помещението. Целта е относителната влажност да се поддържа в интервала 50-60 %. Осигурявя се изкуствено осветлението, като се редуват 12 часа светъл период и 12 часа тъмен период. При храненето се използват конвенционалните лабораторни диети с неограничен достъп до питейна вода.

Чифтосването се извърши в клетки, подходящи за целта. За предпочитане е чифтосаните животни да се поставят в индивидуални клетки, но се допуска да се разпределят на малки групи в общи клетки.

1.5.3. Подготовка на опитните животни

Иизползват се здрави животни, които предварително са се аклиматизирали към лабораторните условия в продължение минимум на 5 дни, и които не са подлагани на други изпитвания. Видът, породата, източникът за доставка, полът, телесната маса и/или възрастта на опитните животни се описва. Стойностите на телесната маса и възрастта на животните във всички опитни групи трябва да бъдат възможно най-близки. Във всяка опитна група се включват млади, полово зрели, нераждали женски животни. Женските животни се чифтовсат с мъжки животни от същия вид и порода, като се избягва чифтосването между животни от едно и също котило. При гризачите за ден 0 на гестацията се приема денят, в който се наблюдава вагинална запушалка и/или сперматозоиди; при зайците за ден 0 се счита най-често денят на коитуса или изкуственото осеменяване, в случаите, когато се прилага тази техника. Клетките трябва да са подредени по такъв начин, че да се намалят до минимум възможните ефекти в резултат от разположението им. Всяко животно получава индивидуален идентификационен номер. Чифтосаните женски животни се разпределят чрез случаен подбор към контролните и третираните групи. Когато женските са чифтосани последователно по групи, животните от всяка група трябва да се разпределят равномерно между отделните третирани групи и контролната група. Също така женските, осеменени от едно и също мъжко животно, трябва да се разпределят равномерно в отделните групи.

1.6.  ПРОЦЕДУРА

1.6.1. Брой и пол на животните

Третираните групи и контролната група трябва да обхващат достатъчен брой женски животни, така че при аутопсията всяка група да включва приблизително 20 женски животни с места на имплантация. По правило групите не трябва да наброяват по-малко от 16 животни с места на имплантация. При появата на смъртни случаи сред майките проучването се приема за валидно, когато смъртността не превишава приблизителната граница от 10%. 

1.6.2. Подготовка на дозите

Когато за улесняване на въвеждането на изпитваното вещество се използва носител или друга добавка, трябва да се вземат предвид следните възможни ефекти на носителя/ добавката: ефекти върху резорбцията, разпределението, метаболизма и ретенцията или екскрецията на изпитваното вещество; ефекти върху химичните свойства на веществото, които могат да повлияят върху токсикологичните му свойства; ефекти върху консумацията на храна и вода или върху хранителния статус на животните. Носителят не трябва да предизвиква токсични ефекти върху развиващия се организъм или възпроизводителната функция. 

1.6.3. Дозиране 

Обичайно, изпитваното вещество се въвежда ежедневно, от момента на имплантацията (напр. от ден 5 след чифтосването) до деня преди датата, на която е определено извършването на Цезарово сечение. Когато предварителните проучвания, ако такива са налице, показват, че вероятността от настъпване на предимплантационна смърт не е висока, периодът на третиране може да се разшири и да обхване целия гестационен период от момента на чифтосването до деня преди датата, за която е определено умъртвяването. Известно е, че неправилното отглеждане и провеждане на манипулациите, както и стресът по време на бременността могат да доведат до преждевременна загуба на плода. За да се предотврати загубата на плода в резултат от фактори, които не са свързани с експозицията на изпитваното вещество, трябва да се избягват ненужни манипулации върху бременните животни, както и стресът от външни фактори, например шум.

Прилагат се минимум три дози. Успоредно с третираните групи се наблюдава и нетретирана контролна група. Опитните животни трябва да са здрави. Те се разпределят между отделните третирани групи и контролната група чрез случаен подбор. Дозите трябва да бъдат избрани в такова съотношение, че с нарастването им да се наблюдава ясно изразено засилване на токсичните ефекти. С изключение на случаите, когато се налагат ограничения във връзка с физични, химични или биологични свойства на изпитваното вещество, най-високата доза трябва да бъде подбрана така, че да води до прояви на токсичност за майката и/или за развиващия се организъм (клинични симптоми или понижение на телесната маса), но не и до смърт или тежко страдание. Най-малко една междинна доза трябва да предизвиква минимални наблюдавани токсични ефекти. Най-ниската доза не трябва да предизвиква никакви прояви на токсичност за майката или развиващия се организъм. Дозите се подбират в намаляваща последователност по такъв начин, че да се охарактеризира зависимостта “доза – отговор” и да се установи ниво, при които не се наблюдава неблагоприятен ефект (NOAEL). В повечето случаи най-подходящо е да се използва двукратно до четирикратно намаление на всяка доза спрямо най-близката по-висока доза. Включването на допълнителна четвърта третирана група често е за предпочитане пред използването на твърде големи интервали между дозите (напр. намаление повече от 10 пъти). Въпреки, че целта на изпитването е определяне на NOAEL за майката, се допускат и случаи, когато това ниво не може да се установи (1).

Нивата на дозите се подбират, като се вземат под внимание всички съществуващи токсикологични данни, както и информацията за метаболизма и токсикокинетиката на изпитваното вещество или на подобни вещества. Тази информация се използва също и при обосновката на схемата на дозиране.

Заедно с експонираните групи трябва да се използва и контролна група. На животните от тази група се въвежда вода или носител, когато се използва такъв за въвеждане на изпитваното вещество. Изпитваното вещество или носителят се въвеждат в един и същи обем при всички групи. Животните в контролната група/групи трябва да се поставят при същите условия и да се подлагат на същите манипулации, както тези от експонираните групи. Носителят се въвежда на животните от контролната група в най-голямото количество, което се въвежда на експонираните животни (количеството, с което се въвежда най-ниската доза от изпитваното вещество).

1.6.4.  Гранично (лимитиращо) изпитване

Когато изпитването върху една експонирана група с орална дневна доза равна или по-висока от 1 000 mg/kg телесна маса, извършено съгласно процедурите, описани в този метод, не предизвика видим признаци на токсичност както при бременните животни, така и при тяхното поколение, или когато при тази или по-високи дози не се очаква поява на токсичен ефект въз основа на съществуващи данни (напр. за структурни аналози или за вещества с подобен метаболизъм), тогава може да не се извършва изпитването в пълен обем с три различни дози. Във връзка с очакваните нива на експозиция за населението може да се наложи необходимостта от използване на по-високи орални дози в граничното (лимитиращо) изпитване. При други пътища на въвеждане, напр. инхалаторно или дермално, физикохимичните свойства на изпитваното вещество често могат да повлияят и да ограничат максимално възможното ниво на експозиция (например, дермалната апликация не трябва да предизвиква силно изразена локална токсичност).

1.6.5. Въвеждане на дозите

Изпитваното вещество или носителят обикновено се въвеждат орално чрез гаваж с помощта на стомашна сонда. Когато се използва друг път на въвеждане, изборът трябва да се обоснове. В този случай може да се наложи въвеждането на модификации в представения метод (2)(3)(4). Изпитваното вещество трябва да се въвежда всеки ден, приблизително по едно и също време.

Количеството от веществото, което се въвежда на всяко животно, се изчислява спрямо последното измерване на телесната маса. Въпреки това, когато третирането се извършва през последното тримесечие на бременността, трябва да се подхожда предпазливо при изчисляване на количеството. За да се избегне силно изразен токсичен ефект върху майките, при избора на дозите се използват съществуващите данни за веществото. Когато при бременните животни се наблюдават симптоми на тежка интоксикация, те се умъртвяват по хуманен начин. Ако няколко бременни животни показват симптоми на тежка интоксикация, трябва да се прецени дали е необходимо всички животни от тази опитна група да бъдат умъртвени по хуманен начин. Когато веществото се въвежда чрез гаваж, се препоръчва въвеждането да се извършва веднъж дневно посредством стомашна сонда или подходяща интубационна канюла. Максималният обем течност, който може да бъде въведен еднократно, зависи от телесната маса на опитното животно. Обемът не трябва да превишава 1 ml/100 g т.м., освен в случаите, когато се прилагат водни разтвори. Тогава обемът може да достигне 2 ml/100 g т.м. Когато се използва царевично масло като носител, обемът не трябва да превишава 0.4 ml/100 g т.м.  За да се осигури въвеждането на веществото в постоянен обем при всички използвани дози, промените в обема трябва да бъдат сведени до минимум, като вместо него се променят концентрациите.

1.6.6. Наблюдения върху бременните животни

Клиничните наблюдения трябва да се извършват и да се отразяват в документацията на изпитването най-малко един път дневно, за предпочитане всеки ден по едно и също време, като се вземе под внимание периодът след третирането, когато се очаква появата на най-силно изразени ефекти. Състоянието на животните трябва да се описва, като се отразяват смъртността, наличието на животни в терминално състояние, промените в поведението и всички прояви на ясно изразено токсично действие.

1.6.7. Телесна маса и консумация на храна

Животните трябва да се претеглят в ден 0 от гестационния период (в случаите, когато осеменените животни са доставени от външен снабдител - не по-късно от ден 3 от гестацията), след това в деня, когато започва третирането, най-малко на всеки 3 дни по време на третирането, както  и в деня, на който е планирано умъртвяването.

Количеството на консумираната храна трябва да се отчита и записва на всеки три дни, в същите дни, когато  се измерва телесната маса.

1.6.8. Макроскопски оглед при аутопсиране

Женските животни  се умъртвяват един ден преди очакваната дата на раждането. Женските животни, показващи признаци на аборт или преждевременно раждане преди деня, за който е насрочено умъртвяването, трябва се умъртвят и да се подложат на цялостен макроскопски оглед.

В момента на умъртвяването  или при настъпването на смърт по време на изпитването трябва да се извърши макроскопски оглед на женските животни, за да се установи наличието на структурни аномалии или други патологични промени. Препоръчва се огледът на бременните животни по време на Цезаровото сечение и огледът на фетусите да се извършат, без да се знае към коя група се отнасят майките и фетусите, за да не се отрази това върху наблюденията и оценките.

1.6.9. Изследване на съдържанието на матката

Веднага след умъртвяването или възможно най-скоро след настъпване на смъртта, матките трябва да бъдат отпрепарирани и да се потвърди наличието на бременност. Когато видът на матката показва отсъствие на бременност, тя се изследва по-подробно (напр. чрез оцветяване с амониев сулфид при гризачи и оцветяване по Salewski или друг подходящ метод при зайци), за да се потвърди, че животното не е бременно (5).

Матките на бременните животни, включително цервикса, трябва да се претеглят. Масата на матките на бременни животни, умрели по време на проучването, не се измерва. 

За всяко бременно животно се определя броят на жълтите тела. 

Съдържанието на матката се преглежда, за да се установи броят на мъртвите ембриони/ фетуси и на живите фетуси. Описва се  степента на резорбция, за да се установи приблизителното време на смъртта на умрелите ембриони/ фетуси (виж точка 1.2).

1.6.10. Изследване на фетусите

При огледа на всеки фетус се определя полът и се измерва телесната маса. 

Всеки фетус се преглежда за наличие на външни аномалии (6).

Фетусите трябва да се огледат за наличие на изменения в скелета и меките тъкани (напр. вариации и малформации или аномалии) (7) (8) (9) (10) (11) (12 ) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24). Препоръчва се да се извърши категоризиране на наблюдаваните изменения, без това да е задължително. Когато се извършва категоризиране, трябва ясно да се посочат критериите, отнасящи се за всяка категория. Особено внимание при огледа трябва да се обърне на състоянието на половата система и да се търсят признаци за нарушение в развитието й.

Когато изпитването се извършва върху гризачи, приблизително половината от фетусите във всяко котило трябва да бъдат обработени и изследвани за наличие на скелетни аномалии. Останалите фетуси се обработват и изследват за наличие на изменения в меките тъкани посредством утвърдени или подходящи методи за серийно сециране или прецизни секционни техники за макроскопски оглед. 

Когато изпитването се извършва върху животни, които не са гризачи, например върху зайци, всички фетуси трябва да се прегледат за наличие на изменения както в меките тъкани, така и в скелета. Огледът на тези фетуси се извършва чрез внимателна дисекция, при която се търсят изменения в меките тъкани. Дисекцията може да включва и процедури, чрез които се изследва по-подробно устройството на сърцето (25). При огледа главите на половината от фетусите се отделят, обработват и изследват за наличие на изменения в меките тъкани (включително очи, мозък, носни кухини и език) посредством стандартни методи за серийно сециране (26) или други методи с подобна чувствителност. Телата на всички фетуси трябва да се обработят и огледат за наличие на скелетни аномалии посредством същите методи, както тези, които се прилагат при гризачите.

2. Данни

2.1. Представяне и обработка на резултатите

Данните  се представят индивидуално както за бременните животни, така и за тяхното поколение, и се обобщават в табличен вид, като за всяка опитна група и за всяко поколение се посочва броят на животните в началото на изпитването, броят на животните, умрели по време на изпитването или умъртвени по хуманни съображения и времето на настъпване на смъртта или на умъртвяването, броят на бременните женски животни, броят на животните със симптоми на токсично действие, характеристиката на наблюдаваните симптоми, включително време на поява, продължителност и степен на изразеност, наблюдения върху ембрионите и фетусите, както и всички необходими данни за котилата.

Количествените резултатите  се оценяват чрез подходящи статистически методи, като котилото се използва като единица за наблюдение при анализа на данните. Прилагат се общоприети статистически методи. Подборът на статистическите методи трябва да се направи в зависимост от планирането ( постановката ) на проучването и да се обоснове. Данните за животни, които не са преживели до датата на умъртвяването, също трябва да се представят в отчета за изпитването. Тези данни могат да се включат при изчислението на средногруповите стойности на изследваните показатели, когато това е възможно. Информативността на данните за тези животни и съответно включването или изключването им при изчислението на средногрупови стойности трябва да се прецени за всеки отделен случай и да се обоснове.

2.2.Оценка на резултатите

Оценката на резултатите от проучването на пренаталната токсичност за развитието се извършва въз основа на наблюдаваните ефекти. Оценката включва следните данни:

- резултати от изпитването по отношение на майките и ембрионите/ фетусите, включително оценка на зависимостта (или отсъствието на такава) между експозицията на изпитваното вещество и честотата и тежестта на всяка от наблюдаваните промени; 

- критерии за категоризиране на измененията във външния вид, скелета и меките тъкани на фетусите, в случаите, когато е извършено категоризиране;

- когато е необходимо, трябва да се представят данни за контролни групи от предишни изпитвания (историческа контрола), за да се подпомогне интерпретацията на резултатите от настоящото изпитване;

- стойностите, използвани при изчислението на индекси или на относителни дялове (в проценти);

- подходящ статистически анализ на резултатите от изпитването, където това е необходимо; трябва да се даде достатъчно информация за използваните методи, така че анализът да може да се възпроизведе и оцени от независим рецензент/ статистик; 

За всяко проучване, при което се установява отсъствие на каквито и да е токсични ефекти, е необходимо да се прецени необходимостта от допълнителни изследвания за определяне степента на резорбция и съдържанието на изпитваното вещество в организма на третираните животни.

2.3. ИНТЕРПРЕТАЦИЯ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Изпитването за оценка на пренаталната токсичност за развитието дава информация за ефектите върху бременните животни и върху вътреутробното развитие на тяхното потомство при многократно постъпване на дадено химично вещество по време на бременността. Резултатите от него трябва да се интерпретират във връзка с данните от изпитванията за оценка на субхроничната токсичност, репродуктивната токсичност, токсикокинетиката и др. Тъй като при изпитването се оценява както системната токсичност за майката, така и токсичността за развиващия се организъм, резултатите позволяват до известна степен да се разграничат ефектите върху развиващия се организъм, които се явяват при отсъствие на прояви на системна токсичност, от ефектите, които се предизвикват само при нива, токсични и за майката (27).

3. Докладване на резултатите

3.1. Отчет за изпитването

Отчетът за изпитването трябва да включва следната информация:

Изпитвано вещество:

- физично състояние и, където е необходимо, физикохимични свойства;

- данни за идентичност на химичното вещество, включително CAS номер, ако такъв е известен/ определен;

- Степен на чистота на веществото;

Носител (когато се използва такъв):

- обосновка за използването на носител, когато носителят не е вода;

Опитни животни:

- вид и порода на използваните опитните животни;

- брой и възраст на опитните животни;

- източник за доставка на животните, условия на отглеждане, диета и т.н.

- телесна маса на всяко животно в началото на изпитването;

Условия на провеждане на изпитването:

- обосновка за избора на дозите;

- описание на подготовката на изпитваното вещество за въвеждане (приготвяне на формулация или включване в диетата), използвани концентрации, стабилност и хомогенност на формулацията;

- описание на въвеждането на изпитваното вещество;

- преизчисляване на концентрациите на изпитваното вещество в диетата/ питейната вода (ррm) към към фактическата (действителната) дневна дози (mg/kg телесна маса), където това е подходящо;

- условия на средата, в която се провежда изпитването;

- Критерии за качество, на които отговарят храната и водата за пиене;

Резултати:

Данни за отговора във връзка с токсичността за майката в зависимост от приложената доза – данните включват, но не се ограничават само до:

- брой на животните в началото на изпитването, брой на животните, преживели до края на изпитването, брой на бременните животни, брой на животните с аборт и преждевременно раждане;

- за всяко животно се отбелязва дали е преживяло до деня на планираното  умъртвяването; за тези, които не са преживели, се отбелязва денят на смъртта;

- данните за животните, които не са преживели до деня на планираното убиване, се документират, но не се използват при статистическия анализ за сравнение между групите;

- дата на появата на всеки клиничен симптом и проследяване на по-нататъшното му развитие;

- телесна маса, промени в телесната маса и масата на бременната матка, включително по желание коригиране на промяната на телесната маса спрямо масата на бременната матка;

- данни за консумацията на храна; представят се и данните за консумацията на вода, ако тя е измерена;

- данни от аутопсията, включително маса на матката;

- посочват се стойностите на NOAEL за ефектите върху майката и развиващия се организъм;

Ефекти върху развиващия се организъм при всяка доза за котилата, при които се установява наличие на имплантации, включително:

- брой на жълтите тела;

- брой на имплантациите, брой и относителен дял (като процент) на живите и мъртви фетуси и на резорбциите;

- брой и относителен дял на пред- и постимплантационните загуби;

Ефектите върху развиващия се организъм при всяка доза за котилата с живи фетуси, включително:

- брой и относителен дял на живите новородени

- съотношение между броя на фетусите от всеки пол;

- фетална телесна маса, за предпочитане както поотделно за всеки пол, така и общо за двата пола;

- малформации, засягащи външния вид, скелета и меките тъкани, и други изменения;

- критерии за категоризиране, когато това е необходимо;

- общ брой и относителен дял на фетусите и котилата с видими външни аномалии и аномалии на скелета и меките тъкани; характеристика на отделните аномалии и други изменения по вид и честота.

Обсъждане на резултатите.

Изводи.
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ж) Метод „В.35. Изпитване на токсичността за размножаване в две поколения” се изменя така 

„B.35. ИЗПИТВАНЕ ЗА РЕПРОДУКТИВНА ТОКСИЧНОСТ В ДВЕ ПОКОЛЕНИЯ

1. МЕТОД

Този метод е еквивалентен на метод OECD TG 416 (2001).

1.1.  ВЪВЕДЕНИЕ

Този метод за оценка на репродуктивната токсичност в две поколения е разработен с цел да се проучат ефектите на изпитваното вещество върху състоянието и функцията на женската и мъжката полова система, включително функцията на гонадите, естралния цикъл, поведението при чифтосване, зачеването, бременността, раждането, лактацията и отбиването, както и върху растежа и развитието на потомството. Също така чрез това изпитване се получава информация за ефектите на изпитваното вещество върху неонаталната болестност и смъртност, както и предварителни данни за пренаталната и постнаталната токсичност за развитието. Данните, получени от това изпитване, дават насока за провеждането на по-нататъшни изпитвания. Освен растежа и развитието на поколение F1 посредством този метод се оценяват състоянието и функцията на женската и мъжката полова система, както и растежът и развитието на поколение F2. По-нататъшна информация за токсичността за развитието и функционалните нарушения може да се получи, като към протокола на този метод се включат допълнителни процедури, взаимствани от методите за оценка на токсичността за развитието и/или невротоксичността за развитието, когато това е необходимо. Тези ефекти могат да се изследват и в отделни проучвания, като се приложат съответните методи.

1.2. ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Изпитваното вещество се въвежда в различни дози на няколко групи мъжки и женски животни. Мъжките животни от родителското поколение (поколение Р) трябва да се третират по време на растежа и в продължение на най-малко един пълен цикъл на сперматогенеза (приблизително 56 дни при мишки и 70 дни при плъхове), за да се установят неблагоприятните ефекти върху сперматогенезата. Ефектите върху сперматозоидите се откриват чрез изследване на редица параметри (напр. морфология и подвижност на сперматозоидите), както и чрез подробно хистопатологично изследване на тъканни препарати. Ефектите върху мъжките животни от поколение Р не е необходимо да се оценяват, когато съществуват данни за сперматогенезата от предишни проучвания при многократно постъпване на изпитваното вещество за достатъчно продължителен период, например данни от 90-дневно изпитване. Въпреки това се препоръчва да се съхранят проби от сперматозоидите от поколение Р или техните дигитални образи, за да може по-късно да се извърши оценка, ако е необходимо. Женските животни от поколение Р трябва да се третират по време на растежа, както и в продължение на няколко пълни естрални цикъла, за да се установят неблагоприятните ефекти на изпитваното вещество върху нормалното протичане на естралния цикъл. Изпитваното вещество се въвежда на животните от родителското (Р) поколение по време на чифтосването и настъпилата в резултат от това бременност, както и след раждането до отбиването на потомството им (поколение Fl). След отбиването веществото започва да се въвежда на животните от поколение Fl по време на техния растеж до достигане на полова зрялост, чифтосването и възпроизводството им до отбиването на потомството им (поколение F2).

При всички животни се провежда клинично наблюдение и патологоанатомично изследване за установяване на токсични ефекти, като особено внимание се обръща върху състоянието и функцията на мъжката и женска полова система и върху растежа и развитието на потомството. 

1.3. ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.3.1. Избор на вида опитни животни
Предпочитаният вид опитни животни е плъх. Използването на други животински видове трябва да се обоснове. В тези случаи се налага да се внесат съответни модификации в метода за изпитване. Не трябва да се използват породи с ниска плодовитост или породи, за които е характерна висока честота на вродените аномалии. Различията в индивидуалните стойности на телесната маса на животните в началото на проучването трябва да бъдат минимални и да не превишават 20 % от средната телесната маса за всяка група по пол.

1.3.2. Условия на отглеждане и хранене

Във вивариума се поддържа температурата 22°C (± 3°). Стойностите на относителната влажност не трябва да са по-ниски от 30 % и е желателно да не превишават 70 % освен при почистване на помещението. Целта е относителната влажност да се поддържа в интервала 50-60 %. Осветлението трябва да бъде изкуствено, като се редуват 12 часа светъл период и 12 часа тъмен период. За храненето се използват конвенционалните лабораторни диети при неограничен достъп до вода за пиене. В определени случаи изборът на диетата може да зависи от това, че е необходимо веществото да се смеси по подходящ начин и да се въведе с храната. 

Животните могат да се поставят в индивидуални клетки или да се разпределят на малки групи от един и същи пол в общи клетки. Чифтосването се извършва в клетки, подходящи за тази цел. След като се открият признаците на копулация, чифтосаните женски животни се поставят в индивидуални клетки, подходящи за раждане или отглеждане на малките. Друга възможност е чифтосаните плъхове да се разпределят в малки групи и да се отделят в самостоятелни клетки един или два дни преди раждането. Когато наближи раждането, в клетките на бременните животни се поставят поставени подходящи материали за гнездо. 

1.3.3 Подготовка на опитните животни

Използват се здрави млади животни, които предварително се аклиматизират към лабораторните условия в продължение най-малко на 5 дни, и които  не са подлагани на други изпитвания. Видът, породата, източникът за доставка, полът, телесната маса и/или възрастта на опитните животни се описват. Трябва да е известно кои животни са от едно и също котило, за да се избегне чифтосването между тях. Животните се  разпределят на принципа на случайния подбор към контролните и експонираните групи (препоръчва се сформиране на групите в зависимост от телесната маса). Клетките трябва да са подредени по такъв начин, че да се намалят до минимум ефектите, които биха могли да възникнат в резултат от разположението им. Всяко животно се обозначава с индивидуален идентификационен номер. Животните от поколение P се номерират, преди да започне третирането с изпитваното вещество. Животните от поколение F1, които са избрани за чифтосване, се номерират при отбиването им. В документацията на изпитването трябва да се обозначи от кое котило произлиза всяко от избраните за чифтосване F1 животни. Освен това във връзка с измерването на индивидуалната телесна маса или провеждането на функционални изследвания се препоръчва новородените да получат индивидуална идентификация възможно най-скоро след раждането.

Животните от родителското (Р) поколение трябва да са на възраст 5-9 седмици в началото на третирането. Стойностите на телесната маса и възрастта на всички животни в опитните групи трябва да бъдат възможно най-близки.

1.4. ПРОЦЕДУРА

1.4.1. Брой и пол на животните

Контролната група и всички третирани групи трябва да включват достатъчно голям брой животни, тъй като е желателно по време на раждането или близо до термина броят на бременните животни във всяка група да бъде не по-малко от 20. За вещества, които предизвикват нежелани ефекти (например стерилитет, изразена токсичност при най-високата доза), това може да не е възможно. Целта е да се предизвикат достатъчно на брой бременности, за да може да се извърши достоверна оценка на потенциала на веществото да въздейства върху фертилитета, бременността, поведението на майките, кърменето, растежа и развитието на животните от поколение F1 от зачеването до достигането на полова зрялост, и развитието на тяхното потомство (F2) до отбиването му. Когато не се достигне желаният брой на бременните животни (т.е. 20), това не означва, че  във всички случаи проучването се приема за невалидно. Преценката трябва да се направи за всяко проучване поотделно в зависимост от конкретния случай.

1.4.2. Подготовка на дозите

Препоръчва се изпитваното вещество да се въвежда по орален път (с диетата или с водата за пиене или чрез гаваж с помощта на стомашна сонда), освен когато се прецени, че е по-подходящо да се използва друг път на въвеждане (напр. дермален или инхалаторен). 

Когато е необходимо, изпитваното вещество се разтваря или суспендира в подходящ носител. Препоръчва се първо да се прецени дали може се използва воден разтвор или суспензия. Когато това не е приложимо, като втора възможност трябва да се обсъди използването на разтвор или емулсия в масло (напр. царевично) и след това използването на други носители. Когато се използват други носители освен водата, трябва да се познават токсикологичните им свойства. Трябва да бъде определена стабилността на изпитваното вещество в носителя.

1.4.3. Дозиране

Прилагат се  минимум три дози. Успоредно с експонираните групи трябва да се наблюдава и нетретирана контролна група. С изключение на случаите, когато се налагат ограничения във връзка с физичните, химичните или биологичните свойства на изпитваното вещество, най-високата доза трябва да бъде подбрана така, че да предизвиква прояви на токсичност, но не и смърт или тежко страдание. Когато въпреки очакванията настъпят смъртни случаи, приблизителната граница, под която смъртността в родителското поколение (Р) се приема за допустима, е 10%. Дозите трябва да се подберат в намаляваща последователност по такъв начин, че да се установи доза – ефект зависимостта, и нивата при които не се наблюдава неблагоприятен ефект (NOAEL). За определяне на последователно намаляващите дози в повечето случаи е най-подходящо всяка доза да намалява два до четири пъти спрямо най-близката по-висока доза. Включването на допълнителна четвърта третирана група често е за предпочитане пред използването на твърде големи интервали между дозите (напр. намаление повече от 10 пъти). За проучвания, при които веществото се въвежда с диетата, намалението спрямо най-близката доза не трябва да бъде повече от 3 пъти. Дозите трябва да се изберат след преценка на всички съществуващи данни за токсичността, особено на резултатите от изпитвания при многократно постъпване. Всички налични данни за метаболизма и кинетиката на изпитваното химично съединение или подобни химични вещества също трябва да се вземат под внимание. Освен това, тази информация се използва също и при обосновката на схемата за третиране.

Контролната група не се третира или се третира с носител, в случаите когато при въвеждането на изпитваното вещество се използва носител. С изключение на третирането с изпитваното вещество, животните в контролната група трябва да се поставят при същите условия и да се подлагат на същите манипулации както животните от експонираните групи. Когато се използва носител, той се въвежда на животните от контролната група в най-голямото количество, което се въвежда на експонираните животни. Когато изпитваното вещество се въвежда с диетата и предизвиква намален прием на храна или понижено усвояване на храната, може да се прецени като необходимо използването на контролна група от животни, които да приемат същото количество храна както експонираните животни. Друг възможен подход вместо включването на такава контролна група е използването на данни от контролирани проучвания на ефекта от понижената консумация на храна върху параметрите на репродукцията. 

Следните характеристики на носителя или други добавки, ако се прилагат такива, се вземат предвид: ефекти върху резорбцията, разпределението, метаболизма или ретенцията на изпитваното вещество в организма; ефекти върху химичните свойства на изпитваното вещество, които могат да повлияят върху токсикологичните му характеристики; ефекти върху консумацията на храна или вода или върху хранителния статус на животните.

1.4.4. Гранично (лимитиращо )изпитване 

Може да се прецени, че извършването на изпитването в пълен обем с няколко дози не е необходимо, когато при орално изпитване по описаната в този метод процедура с едно ниво на експозиция (орална дневна доза равна или по-висока от 1000 mg/kg телесна маса или еквивалентно процентно съдържание в диетата или питейната вода) не се наблюдават токсични ефекти при родителските животни или потомството им и когато не се очакват прояви на токсичност въз основа на данните за вещества с подобна химична структура и/или метаболизъм. При лимитиращото гранично (лимитиращо) изпитване може да се приложи и по-висока орална доза, когато това се налага във връзка с нивото на експозиция за населението. При другите пътища на въвеждане, например инхалаторен или дермален, физикохимичните свойства на изпитваното вещество, като например разтворимостта, често могат да повлияят и да ограничат максимално достижимото ниво на експозиция.

1.4.5. Въвеждане на дозите

Третирането на животните с изпитваното вещество трябва да се извършва всеки ден (7 дни в седмицата). Желателно е изпитваното вещество да се въвежда по орален път (чрез диетата или с питейната вода или гаваж с помощта на стомашна сонда). Когато се използва друг път на въвеждане, изборът трябва да се обоснове. В този случай може да се наложи въвеждането на модификации в представения метод. Въвеждането трябва да се извършва по един и същи начин на всички животни през посочения в метода период на изпитването. Когато изпитваното вещество се въвежда чрез гаваж, се използва  стомашна сонда. Максималният обем на течностите, който може да се въведе еднократно, е 1 ml/100 g т.м. (0.4 ml/100 g телесна маса при носител царевично масло), освен в случаите, когато се прилагат водни разтвори. Тогава обемът може да достигне 2 ml/100 g т.м. Целта е веществото да се въвежда в постоянен обем при всички използвани дози. Промените в обема трябва да бъдат сведени до минимум, като вместо него се променят концентрациите. Това правило не се прилага само при дразнещи и корозивни вещества, тъй ефектът им се засилва при по-високи концентрации. При изпитвания чрез гаваж новородените обикновено са експонирани индиректно чрез майчиното мляко до отбиването им, когато започва директното въвеждане на веществото. При въвеждане чрез храната или питейната вода малките получават изпитваното вещество и директно, когато започнат да се хранят самостоятелно през последната седмица от периода на лактация.

Когато веществото се въвежда чрез храната или питейната вода, то трябва да се прилага в дози, които не влияят върху нормалното хранене и водния баланс. Когато изпитваното вещество се прилага с диетата, нивото на експозиция за дадена група може да се изрази като определена фиксирана концентрация в храната (ppm) или като фиксирана дневна доза спрямо телесната маса на животното. Трябва да се посочи кой от двата начина е приложен. Въвеждането чрез гаваж се извършва всеки ден приблизително по едно и също време, като количеството от веществото, което се въвежда на всяко животно, се определя поне веднъж седмично спрямо телесната му маса, за да се поддържа постоянно нивото на експозиция, съответстващо на избраната доза. При определяне на количеството, което се въвежда чрез гаваж, спрямо телесната маса, трябва да се вземат под внимание и данните за влиянието на плацентата върху разпределението на веществото.

1.4.6. Експериментални схеми 

Въвеждането на ежедневните дози на мъжките и женските животни от родителското (Р) поколение започва, когато те са на възраст между 5 и 9 седмици. Ежедневното третиране на мъжките и женските животни от поколение F1 започва при отбиването им. Когато изпитваното вещество се прилага чрез храната или питейната вода, трябва да се има предвид, че животните от поколение F1 може да са били експонирани директно още през периода на лактация. За P и F1 животните от двата пола третирането трябва да продължи най-малко 10 седмици преди периода на чифтосване. Третирането продължава и при двата пола по време на двуседмичния период на чифтосване. Мъжките животни трябва да бъдат убити по хуманен начин и аутопсирани, когато се прецени, че с оглед оценката на репродуктивните ефекти не е необходимо изпитването върху тях да продължава по-дълго. За женските животни от родителското (P) поколение третирането продължава по време на бременността и се прекратява при отбиването на потомството F1. Въз основа на наличната информация за изпитваното вещество, включително съществуващите данни за токсичността, метаболизма или биологичната кумулация, се преценява дали са необходими промени в схемата на третиране. Дозата за всяко животно се определя най-често въз основа на последното измерване на индивидуалната телесна маса. Въпреки това, трябва да се подхожда предпазливо, когато се определят дозите през последната третина от бременността.

Третирането на мъжките и женски животни от поколение P и F1 продължава до умъртвяването им. Всички полово зрели мъжки и женски P и F1 животни се умъртвяват по хуманен начин, когато се прецени, че с оглед оценката на репродуктивните ефекти не е необходимо изпитването върху тях да продължава по-дълго. Животните от поколение F1, които не са избрани за чифтосване, и всички животни от поколение F2 се умъртвяват по хуманен начин след отбиването им.

1.4.7. Процедура на чифтосването

1.4.7.1. Чифтосване на животните от родителското (P) поколение

Всяко женско животно, определено за чифтосване, се поставя заедно с едно мъжко животно, третирано със същата доза (чифтосване 1:1), докато се осъществи копулация или до изтичането на 2 седмици. Всеки ден женските животни се преглеждат за наличие на сперма или вагинална запушалка. Денят, в който се установи наличие на сперма или вагинална запушалка, се определя като ден 0 от бременността. Когато чифтосването е неуспешно, може да се извърши повторно чифтосване на женските животни с мъжки животни с доказан фертилитет от същата опитна група. Животните от всяка двойка, определена за чифтосване, трябва да бъдат ясно идентифицирани в данните от изпитването. Чифтосването между животни от едно и също котило трябва да се избягва.

1.4.7.2. Чифтосване на животните от поколение F1

За чифтосването на F1 животните и получаването на поколение F2 веднага след отбиването се избират минимум по едно мъжко и едно женско животно от всяко котило, които ще се чифтосат с по едно животно от друго котило, третирано със същата доза. Когато не се откриват значителни различия в телесната маса или вида между животните от дадено котило, животните за чифтосването се определят на принципа на случайния подбор. Когато се наблюдават такива различия, се подбират представителите от всяко котило, които са в най-добро състояние. На практика се препоръчва този подбор се извърши въз основа на стойностите на телесната маса, но в някои случаи може да бъде по-подходящо животните да се изберат според външния им вид. F1 животните не трябва да се чифтосват, преди да достигнат напълно полова зрялост.

Двойките, при които не е настъпило оплождане и бременност, трябва да се изследват, за да се определи възможната причина за безплодието. Оценката на състоянието им може да включва процедури като повторно чифтосване с други мъжки или женски животни с доказан фертилитет, микроскопско изследване на репродуктивните органи и изследване на естралния цикъл или сперматогенезата.

1.4.7.3. Второ чифтосване

В някои случаи, като например при промени в броя на животните в котилото, свързани с експозицията на изпитваното вещество, или при появата на недостатъчно ясно изразени ефекти при първото чифтосване, се препоръчва двойките полово зрели животни от поколение P или F1 да се чифтосат повторно, за да заченат второ котило. Препоръчва се женските или мъжки животни, които не са дали потомство, да се чифтосат повторно с животни от противоположния пол с доказан фертилитет. Когато се прецени, че е необходимо да се получи второ котило от P и/или F1 животните, повторното чифтосване се извършва приблизително една седмица след отбиването на последното котило.

1.4.7.4. Брой на животните в котилото

На животните трябва да се даде възможност да родят нормално и да отгледат потомството си до отбиването. Може да се извърши стандартизиране на броя на животните във всяко котило, но това не е задължителна процедура. Когато се извършва стандартизиране, използваната  процедура  се описва подробно.

1.5. НАБЛЮДЕНИЯ

1.5.1. Клинични наблюдения

Клиничното наблюдение на животните се извършва всеки ден. Когато въвеждането става чрез гаваж с помощта на стомашна сонда, при наблюдението трябва да се обърне особено внимание на периода след третирането, през който се очаква появата на най-силно изразени ефекти. Трябва да се опишат промените в поведението, признаците на трудно или удължено раждане, както и всички симптоми на токсично действие. Освен това най-малко веднъж седмично трябва да се извърши по-подробен преглед на всяко животно. Подходящо е прегледът да се провежда, когато животните се претеглят. Огледът на всички животни за наличие на патологични клинични симптоми и смъртни случаи се провежда два пъти дневно, а през двата неработни дни в края на седмицата - веднъж дневно, когато се прецени, че това е достатъчно.

1.5.2. Родителски животни - телесна маса и консумация на храна/вода 

Родителски животни ( P и F1), определени за чифтосване, трябва да се претеглят на първия ден от началото на третирането, а след това най-малко веднъж седмично. Женските P животни и женските F1 животни, определени за чифтосване, трябва да се претеглят като минимум в ден 0, 7, 14, и 20 или 21 от гестацията, по време на лактацията в същите дни, когато се претеглят котилата, както и в дните, когато животните се убиват. Тези наблюдения трябва да се описват индивидуално за всяко полово зряло животно. По време на периода преди чифтосването и на бременността количеството на консумираната храна трябва да се измерва най-малко веднъж седмично. Консумацията на вода трябва да се измерва най-малко веднъж седмично, когато изпитваното вещество се въвежда чрез питейната вода.

1.5.3. Естрален цикъл

Продължителността и протичането на естралния цикъл се оценяват при женските животни от поколение P и F1 чрез изследване на вагинални цитонамазки преди чифтосването и по желание през периода на чифтосването до момента, когато се установят признаците за извършено чифтосване. Материалът за цитонамазката се взима внимателно от вагината/цервикса, за да не се допусне увреждане на лигавицата и последващо индуциране на псевдобременност (1).

1.5.4. Параметри за оценка на състоянието на сперматозоидите

След убиването масата на тестисите и епидидимите на всички мъжки P и F1 животни се измерва и записва. Единият тестис и епидидим от всяко животно се запазват за хистопатологично изследване (виж точки 1.5.7 и 1.5.8.1). Вторият тестис и епидидим на най-малко 10 мъжки животни от всяка опитна група от поколение P and F1 се използват за изброяване съответно на сперматидите, резистентни на хомогенизация, и на сперматозоидите в опашката на епидидима. От същите животни се вземат сперматозоиди от опашката на епидидима или vas deferens и се изследват подвижността и морфологията им. Когато се наблюдават ефекти, свързани с третирането, или когато са налице данни от други проучвания за възможни ефекти върху сперматогенезата, оценката на състоянието на сперматозоидите трябва да се извърши при всички мъжки животни от всяка експонирана група. Когато липсват такива наблюдения или данни, може да се изследват проби само от мъжките P и F1 животни от контролната група и най-силно експонираната група.

Трябва да се определи общият брой на тестикуларните сперматиди, резистентни на хомогенизиране, и на сперматозоидите в опашката на епидидима (2)(3). Броят на сперматозоидите в опашката на епидидима може да се изчисли въз основа на концентрацията и обема на сперматозоидите в суспензията, използвана за извършване на качествените наблюдения, както и на броя на сперматозоидите, отделени чрез раздробяване и/или хомогенизиране на останалите тъкани от опашката на епидидима. Изброяването на сперматозоидите в пробите от избраните мъжки животни от всички опитни групи се извършва веднага след убиването им. Това не е необходимо, когато пробите се заснемат на видеозапис или дигитално, или когато се замразяват и анализират по-късно. Когато пробите са съхранени или заснети, анализът им може да започне с контролната група и най-силно експонираната група. Ако не се установяват ефекти, свързани с третирането (например ефекти върху броя, подвижността или морфологията на сперматозоидите), не е необходимо да се анализират пробите от останалите експонирани групи. Когато при най-силно експонираната група се откриват ефекти, свързани с третирането, се анализират и пробите от групите с по-ниски дози.
Веднага след убиването на животните подвижността на сперматозоидите от епидидима (или ductus deferens) трябва да се оцени или да се направи видеозапис на пробата. Сперматозоидите трябва да се отделят с минимални увреждания и пробата да се разреди за анализ на подвижността им чрез подходящи методи (4). Относителният дял (в проценти) на сперматозоиди с постъпателни движения трябва да се определи субективно или обективно. Когато се извършва компютърен анализ на движението на сперматозоидите (5)(6)(7)(8)(9)(10), изчислението на постъпателните движения на сперматозоидите зависи от определените от експериментатора прагове за скорост по средния път и праволинейност на движението или линеен индекс. По време на аутопсията пробите могат да бъдат заснети на видеозапис (11) или по друг начин. По-късно те се анализират, като първоначално се изследват само контролните групи и групите с най-високата доза от P и F1 поколение. При наличие на ефекти, свързани с третирането, се изследват и групите, експонирани на по-ниски дози. Когато не са заснети на видеозапис или дигитално, всички проби от всички опитни групи се анализират по време на аутопсията. 

Извършва се морфологично изследване на сперматозоиди от епидидима (или vas deferens). Сперматозоидите (най-малко 200 в една проба) се изследват във фиксирани влажни препарати (12) и се класифицират като нормални или абнормни. Примери за морфологични отклонения са: слепване, наличие на глави, отделени от тялото и опашката, промени във формата на главите и/или опашките. Оценката на пробите от избраните мъжки животни от всички експонирани групи трябва да се извърши веднага след убиване на животните, или по-късно чрез използването на видео- или дигитални записи. Намазките също могат да се анализират по-късно, след като се фиксират. В тези случаи първо може да се извърши оценка на пробите от контролната група и най-силно експонираната група. Когато не се откриват ефекти, свързани с третирането (например ефекти върху морфологията на сперматозоидите), не е необходимо да се изследват останалите групи. Когато при най-високата доза се откриват ефекти, свързани с третирането, пробите от групите, третирани с по-ниски дози, също се анализират.

Когато някои от посочените по-горе параметри за оценка на състоянието на сперматозоидите вече са били изследвани по време на проучване на системната токсичност с продължителност най-малко 90 дни, не е задължително те да се изследват повторно в проучването в две поколения. Препоръчва се, обаче, пробите от сперматозоидите на Р мъжките животни или дигиталните им образи да бъдат съхранени, за да може по-нататък да се извърши оценка, ако това е необходимо.

1.5.5. Потомство

Всяко котило трябва да бъде прегледано възможно най-скоро след раждането (ден 0 от периода на лактация), за да се установи броят и полът на новородените, броят на мъртвородените и на живите, както и наличието на външни аномалии. Когато в ден 0 сред новородените има мъртви животни и труповете им не са мацерирани, желателно е те да се прегледат за установяване причината за смъртта и за наличие на дефекти и да се запазят. Живите новородени трябва да се преброят и всяко от тях да се претегли в деня на раждането (ден 0 от периода на лактация) или в ден 1. По-нататък телесната им маса трябва да се измерва редовно в определени дни, например в ден 4, 7, 14, и 21 от периода на лактация. Физическите аномалии или отклоненията в поведението, установени при майките или в потомството, трябва да се опишат.

Основният показател за физическото развитие на потомството, който се проследява и регистрира, е прирастът на телесната маса. Други параметри на физическото развитие (например отлепване на ушната мида, отваряне на очите, пробиване на зъбите, израстване на козина) могат да дадат допълнителна информация, но е желателно тези данни да се оценяват в контекста на данните за половото съзряване (например възраст и телесна маса при отварянето на вагината или отделянето на препуциума) (13). Препоръчва се извършването на функционални изследвания (например за моторна активност, сензорна функция, рефлексна дейност) върху поколение F1 преди и/или след отбиването, по-специално на изследвания, свързани с половото съзряване, когато такива изследвания не са включени в отделни проучвания. Възрастта, при която настъпва отварянето на вагината или отделянето на препуциума, трябва да се определи за F1 животните, избрани за чифтосване. Когато са установени данни за промяна в съотношението между двата пола или във времето за настъпване на полова зрялост при животните от поколение F1, на постнатален ден 0 трябва да се измери разстоянието между ануса и половите органи при новородените от поколение F2. 

Функционалните изследвания могат да не се извършват в групите, при които се откриват ясно изразени признаци на неблагоприятни ефекти (например значително понижение в телесната маса и т.н.). Когато се провеждат функционални изследвания, те не трябва да се извършват върху малките, избрани за чифтосване.

1.5.6. Макроскопски оглед при аутопсиране

При убиването или смъртта по време на изпитването се извършва макроскопски оглед за наличие на структурни аномалии или патологични промени, като се обхващат всички родителски животни (P и F1), всички малки с външни аномалии или клинични симптоми, както и по едно случайно подбрано малко от всеки пол и всяко котило на поколение F1 и F2. Особено внимание при огледа трябва да се обърне на органите на половата система. Малките в потомството, които са били в терминално състояние и са умъртвени по хуманен начин, или са умрели, но труповете им не са мацерирани, трябва да се изследват за възможни дефекти и/или причини за смъртта. Труповете им трябва да се запазят.

Матките на всички женски животни, родили за първи път, трябва да се изследват за наличие и брой на места на имплантация. Изследването трябва да се проведе така, че да не се попречи на извършването на хистопатологично изследване.

1.5.7. Органна маса

При всички родителски P и F1 животни в момента на убиването трябва да се измери телесната маса и масата на следните органи (всеки от чифтните органи трябва да се претегли отделно):

- матка, яйчници;

- тестиси, епидидими (целият епидидим и отделно опашката на епидидима);

- простатна жлеза;

- семенни мехурчета с коагулиращите жлези, течното им съдържимо и простатната жлеза (измерват се заедно);

- мозък, черен дроб, бъбреци, слезка, хипофизна, щитовидна и надбъбречни жлези, познати критични органи.

Телесната маса при настъпване на смъртта трябва да бъде измерена за малките от поколение F1 иF2, които са избрани за аутопсиране. Трябва да бъдат претеглени следните органи от едно случайно подбрано малко от всеки пол и от всяко котило (виж точка 1.5.6): мозък, слезка и тимус.

Резултатите от макроскопския оглед и измерването на органната маса трябва да се оценяват в контекста на наблюденията, проведени по време на други изпитвания при многократно постъпване на веществото, когато това е възможно.

1.5.8. Хистопатологично изследване

1.5.8.1. Родителски животни

Следните органи и тъкани от родителските P и F1 животни или репрезентативни проби от тях трябва да се фиксират и съхранят в подходяща среда за провеждане на хистопатологично изследване:

- вагина, матка (заедно с цервикса) и яйчници (съхранени в подходящ фиксатор);

- един тестис (съхранен във фиксатор на Bouin или друг подобен фиксатор), един епидидим, семенни мехурчета, простатна и коагулираща жлеза.

- критичен орган/органи, установени при предишни проучвания, от всички P и F1 животни, избрани за чифтосване.

Пълно хистопатологично изследване на съхранените органи и тъкани, изброени по-горе, трябва да бъде направено за всички високи дози, както и за контролната при P и F1 животни, избрани за чифтосване. По желание може да се извърши изследване на яйчниците на животните от Р поколение. Органите, при които се установяват промени, свързани с третирането, трябва да бъдат изследвани също така и при животните от групите с най-ниската и междинната доза/дози, за да може да се установи NOAEL. Освен това на хистопатологично изследване трябва да бъдат подложени репродуктивните органи на животните от групите с най-ниската доза и междинната доза/дози, при които има съмнение за понижен фертилитет, например тези, при които чифтосването, оплождането или зачеването са били неуспешни, тези, които не са родили здраво потомство, както и тези, при които е нарушен естралният цикъл или се установяват промени в броя, подвижността или морфологията на сперматозоидите. Всички макроскопски лезии, като например атрофия или тумори, трябва да се изследват и хистопатологично.

Трябва да се извърши подробно хистопатологично изследване на тестисите (напр. чрез използване на фиксатора на Bouin, заливане с течен парафин и изготвяне на напречни срезове с дебелина 4-5 µm), за да се открият ефекти, свързани с третирането, например наличие на мултинуклеарни гигантски клетки, задържани сперматиди, излющване на сперматогенни клетки в лумена на извитите семенни каналчета или липсващи слоеве или видове герминативни клетки (14). Пълното изследване на епидидима трябва да обхваща главата, тялото и опашката, което може да се извърши, като се използва надлъжен срез. Епидидимът трябва да се изследва за наличие на левкоцитна инфилтрация, промени в броя на отделните видове клетки, аберантни видове клетки и фагоцитоза на сперматозоидите. При изследването на мъжките полови органи може да се използва оцветяване с хематоксилин и ПАС-реакция.

След прекратяване на лактацията яйчникът трябва да съдържа примордиални и зреещи фоликули, както и големи жълти тела. Чрез хистопатологичното изследване може качествено да се установи намаляване в броя на примордиалните фоликули. Количествената оценка на популацията от примордиални фоликули се извършва при женските животни от поколение F1. Броят на животните, изборът на срезове и броят на срезовете, включени в изследваната извадка, трябва да бъдат обосновани от статистическа гледна точка във връзка с използваната процедура за количествена оценка. Изследването включва определяне на броя на примордиалните фоликули, които могат да се изброят заедно с малките зреещи фоликули. След това броят на фоликулите се сравнява между контролните и експонираните животни (15) (16) (17) (18) (19).

1.5.8.2. Животни след отбиването

Тъкани с видими аномалии и критични органи от всички малки с външни аномалии или клинични симптоми, както и от едно случайно подбрано малко от всеки пол и котило  в поколение F1 и F2, което не е било избрано за чифтосване, трябва да бъдат фиксирани и съхранени в подходяща среда за хистопатологично изследване. Трябва да се извърши пълно хистопатологично изследване на съхранените тъкани, като специално внимание се обърне на органите на половата система.

2. ДАННИ

2.1. ПРЕДСТАВЯНЕ И ОБРАБОТКА НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Данните трябва да се представят както индивидуално за всяко животно, така и обобщено в табличен вид, като за всяка опитна група и поколение се посочи броят на животните в началото на изпитването, броят на животните, умрели по време на изпитването или умъртвени по хуманни съображения, времето на настъпване на смъртта или умъртвяването по хуманни съображения, броят на фертилните животни, броят на бременните женски животни, броят на животните със симптоми на токсично действие, характеристиката на наблюдаваните симптоми, включително време на поява, продължителност и степен на изразеност, наблюденията при родителските животните и при потомството, хистопатологичните промени, както и всички необходими данни за котилата.

Резултатите, изразени количествено, трябва да се оценят чрез подходящи общоприети статистически методи. Статистическите методи трябва да се определят във връзка с дизайна на проучването и да се обосноват. При анализа на данните могат да се използват статистически модели на връзката “доза-отговор”. Отчетът трябва да включва достатъчно информация за използваните методи и компютърните програми, с които е извършен анализът, така че той да може да се възпроизведе и оцени от независим рецензент/ статистик.

2.2. ОЦЕНКА НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Оценката на резултатите от изпитването за репродуктивна токсичност в две поколения се извършва въз основа на наблюдаваните ефекти, включително данните от макроскопския оглед и хистопатологичното изследване. Оценката включва характеристика на зависимостта или установяване на отсъствие на зависимост между дозата на изпитваното вещество и наличието или отсъствието, честотата и степента на изразеност на наблюдаваните промени, включително макроскопски лезии, ефекти върху критични органи, нарушения във фертилитета, клинични симптоми, нарушения в протичането на бременността, раждането и състоянието на потомството, промени в телесната маса, ефекти върху смъртността и всички други токсични ефекти. Физикохимичните свойства на изпитваното вещество и токсикокинетичните данни, когато такива са налице, трябва да се вземат под внимание при оценката на резултатите от изпитването.

Правилно проведеното изпитването за репродуктивна токсичност трябва да осигури задоволителна оценка на недействащо ниво и да характеризира неблагоприятните ефекти върху възпроизводството, раждането, лактацията, постнаталното развитие, включително растежа и половото развитие.

2.3. ИНТЕРПРЕТАЦИЯ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Чрез изпитването за оценка на репродуктивната токсичност в две поколения се осигурява информация за ефектите на изпитваното вещество при многократно постъпване през всички фази на репродуктивния цикъл. По-специално изпитването дава информация за параметрите на възпроизводителната функция, както и на развитието, растежа, съзряването и преживяемостта на потомството. Резултатите от изпитването трябва да бъдат интерпретирани във връзка с наблюденията от проучванията на субхроничната токсичност, пренаталната токсичност за развитието, токсикокинетиката и други достъпни проучвания. Резултатите от това изпитване трябва да бъдат използвани при оценката на необходимостта от по-нататъшно изследване на химичното вещество. Екстраполацията на резултатите от това изпитване за хора е валидна в ограничена степен. Най-голямо приложение намират резултатите, получени за недействащите нива, които се използват при определяне на недействащите нива на експозиция за хора (20) (21) (22) (23).

3. ДОКЛАДВАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

3.1. ОТЧЕТ ЗА изпитването
Отчетът за изпитването трябва да включва следната информация:

Изпитвано вещество:

- физично състояние и, където е необходимо, физикохимични свойства;

- данни за идентичност на химичното вещество;

- степен на чистота на веществото.

Носител (когато се използва такъв):

- обосновка за избора на носителя, когато той е различен от водата.

Опитни животни:

- използван вид/ порода;

- брой, възраст и пол на животните;

- източник за доставка на животните, условия на отглеждане във вивариума, диета, материали за приготвяне на гнездо и др.;

- индивидуална телесна маса на животните в началото на изпитването.

Условия на провеждане на изпитването:

- обосновка за избора на дозите;

- описание на подготовката на изпитваното вещество за въвеждане (приготвяне на формулация / включване в храната), използвани концентрации;

- стабилност и хомогенност на формулацията;

- описание на въвеждането на изпитваното вещество;

- изчисляване на достигнатите дневни дози (mg/kg т.м.) въз основа на концентрациите на изпитваното вещество в диетата/питейната вода (ррm), когато това е необходимо;

- Критерии за качество, на които отговарят храната и водата за пиене;

Резултати:

- данни за консумацията на храна; данни за консумацията на вода, когато такива са налице; усвояване на храната (прираст на телесната маса на грам консумирана храна); прием на изпитваното вещество от P и F1 животни с изключение на времето, през което женските и мъжките животни са съжителствали заедно, както и на периода на лактация (като минимум последната третина от този период);

- данни за резорбцията на веществото (когато такива са налице);

- данни за телесната маса на P и F1 животните, избрани за чифтосване;

- данни за телесната маса на малките (за всяко котило и индивидуално);

- телесна маса в деня на умъртвяването и абсолютна и относителна органна маса за родителските животните;

- природа, степен на изразеност, продължителност и обратимост на клиничните симптоми; 

- време на настъпване на смъртта по време на проучването, като се отбелязва кои животни са преживели до деня на убиването;

- данни за токсичния отговор в групите по пол и ниво на експозиция, включително индекси на чифтосване, фертилитет, гестация, раждане, преживяемост и лактация; в отчета трябва да се посочат конкретните стойности, въз основа на които са изчислени тези индекси;

- токсични или други ефекти върху възпроизводството, потомството, постнаталния растеж и т.н.

- наблюдения при макроскопския  оглед;

- подробно описание на всички хистопатологични промени;

- брой на женските животни от поколение Р и F1 с нормален естрален цикъл; продължителност на цикъла;

- общ брой на сперматозоидите в опашката на епидидима, процент на сперматозоидите с постъпателни движения, процент на сперматозоидите с нормална морфология; процент на сперматозоидите с всеки вид аномалия, който е установен. 

- време до чифтосването (брой на дните до извършване на чифтосването);

- продължителност на бременността;

- брой на имплантациите и жълтите тела; брой на животните във всяко котило;

- брой на живородените и постимплантационните загуби;

- брой на малките, родени с видими външни аномалии; когато е определен броят на животните с ниска телесна маса при раждането, той трябва да се посочи;

- данни за характерните физически особености на потомството и други данни за постнаталното развитие; трябва да се обоснове подборът на разгледаните характерни физически особености; 

- данни за функционалните наблюдения при малките и при полово зрелите животни, когато това е приложимо;

- статистическа обработка на резултатите, когато това е необходимо.

Обсъждане на резултатите.

Заключения, включително стойности на NOAEL за ефектите върху майките и потомството.
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з) След метод „В.41. Фототоксичност – изпитване in-vitro за фототксичност чрез поглъщане на неутрално червено от ЗТЗ” се създава се методи В. 42 и В.43:

„B.42. КОЖНА СЕНСИБИЛИЗАЦИЯ: ИЗСЛЕДВАНЕ НА ЛОКАЛНИТЕ ЛИМФНИ ВЪЗЛИ

1. METOД

Този метод е еквивалентен на OECD TG 429 (2002).

1.1. ВЪВЕДЕНИЕ
Методът на локалния лимфен възел (Local Lymph Node Assay, LLNA) е нов метод, въведен след успешно валидиране и приемане (1)(2)(3). Това е вторият метод за оценка на кожния сензибилизиращ потенциал на химичните вещества при животни. Другият метод (B.6) включва изпитвания върху морски свинчета, по-специално максимизиращото изпитване върху морски свинчета (GPMT = Guinea-Pig Maximisation Test) и тестът на Buehler (4).

LLNA представлява алтернативен метод, чрез който се откриват химични вещества с кожно сензибилизиращо действие или се потвърждава отсъствието на значителен сензибилизиращ потенциал за кожата. Това не означава, че LLNA трябва да се прилага във всички случаи вместо изпитванията върху морски свинчета. По-скоро двата метода трябва да се разглеждат като равностойни и LLNA може да се използва като алтернативен метод, при който положителните и отрицателните резултати по правило не е необходимо да се потвърждават с допълнителни изследвания.

LLNA предлага някои предимства по отношение на научната страна на проучването и на благополучието на животните. Чрез него се изследва индуктивната фаза на кожната сензибилизация и се получават количествени данни, подходящи за оценка на зависимостта “доза-отговор”. В публикациите за метода е разгледан подробно процесът на валидиране и е представен литературен обзор на свързаните с него проучвания (5)(6)(7)(8). Освен това трябва да се отбележи, че химичните вещества със слабо и умерено сензибилизиращо действие, които се препоръчват като подходяща положителна контрола при изпитванията върху морски свинчета, могат да се използват и при LLNA (6)(8)(9).

LLNA е in vivo метод и не елиминира използването на животни при оценката на контактното сензибилизиращо действие. При него, обаче, се намалява броят на животните, необходими за тази цел. Освен това значително се усъвършенства начинът, по който се използват опитните животни при изпитването за контактна сензибилизация. В основата на метода е изследването на имунологичните промени, предизвикани от химичните вещества по време на индуктивната фаза на сензибилизацията. За разлика от метода върху морски свинчета не се изисква прилагане на разрешаваща доза и предизвикване на кожна алергична реакция. Освен това при LLNA не се изисква използването на адювант както при максимизиращото изпитване върху морски свинчета. Затова прилагането на LLNA намалява дистреса за опитните животни. Въпреки предимствата на метода трябва да се отбележи, че той е свързан и с някои ограничения, поради което може да се наложи провеждане на традиционните изпитвания върху морски свинчета (например фалшивонегативни резултати за някои метали и фалшивопозитивни резултати за вещества с кожно дразнещо действие (10)).

Виж също Въведение част В.

1.2 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ
Основният принцип, залегнал в LLNA е, че сенсибилизаторите предизвикват първична пролиферация на лимфоцитите в лимфните възли, дрениращи мястото на прилагане на химикала. Tази пролиферация е пропорционална на приложената доза (и на потенциала за възникване на алергия) и осигурява лесен начин за получаване на количествено измерване на сенсибилизацията. LLNA оценява тази пролиферация като зависимост доза- отговор, в която се сравнява пролиферацията на изпитваните групи с тази, на третираните с носител, контроли. Съотношението на пролиферацията в третираните групи спрямо тази в контролите на носителя, наречено Стимулационен Индекс (SI), е определено и трябва да бъде поне три, за да може едно изпитвано вещество да бъде по- нататък оценено като потенциален кожен сенсибилизатор. Тук описаните методи се основават на използването на радиоактивно маркиране за измерване на клетъчната пролиферация. Въпреки това, обаче за оценка на пролиферацията могат да бъдат приложени други  подходи, които се обосновават и имат подходящата научна подкрепа, включително пълно цитиране и описание на методологията.

1.3 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ 

1.3.1 Подготовка
1.3.1.1 Условия за отглеждане и хранене

Животните трябва да бъдат индивидуално настанени. В помещението на опитните животни трябва се поддържа тeмпературата 22(C (± 3(C). Относителната влажност трябва да е минимум 30 % и е препоръчително да не надвишава 70 % освен при почистване; цели се поддържане  на относителна млажност 50- 60 %. Осигурява се изкуствено осветлението, с редуване на 12 часа светъл период, 12 часа тъмен период. За хранене се използват конвенционалните лабораторни диети с неограничен достъп до питейна вода. 

1.3.1.2 Подготовка на животните

Животните се избират произволно, маркират, за да е възможно индивидуалното им идентифициране (но не и чрез маркиране на ушите им) и се настаняват в клетките си  минимум 5 дни преди започване на дозирането, за да се аклиматизират към лабораторните условия. Преди да започне третирането, всички животни се изследват, за да се потвърди отсъствието на видими кожни увреждания.

1.3.2 Условия на изследването

1.3.2.1 Опитни животни

Видът животни, избрани за това изследване, е мишка. Използват се млади, полово зрели мишки от женски пол от порода CBA/Ca или CBA/J, които не са раждали и не са бременни. В началото на изследването, животните трябва да са на възраст между 8-12 седмици  и отклоненията в теглото им трябва да бъдат минимални и да не превишават  ± 20 % oт средното тегло. Животни от друг пол и други породи могат да се използват, когато има събрани достатъчно данни, които показват, че не съществува отговор при LLNA, който да показва съществени различия, обусловени от пола или породата.

1.3.2.2 Проверка за достоверност

За демонстриране на подходящо провеждане на  експеримента и на компетентността на лабораторията относно успешното провеждане на експеримента се използват положителни контроли. Положителната контрола трябва да предизвика положителен LLNA отговор, при ниво на експозиция, при което се очаква нарастване на стимулационния индекс (SI) >3 спрямо отрицателната контролна група. Дозата за положителната контрола трябва да се избере така, че предизвиканият отговор да е ясен, но да не е прекалено силен (екцесивен). Предпочитани вещества са хексилцинамил алдехид (CAS No 101-86-0, EINECS No 202-983-3) и меркаптобензотиазол (CAS No 149-30-4, EINECS No 205-736-8). При опрделени  обстоятелства, след направена подходяща обосновка, могат да се използват други контролни вещества, отговарящи на горепосочените критерии.  Обикновено, при всеки експеримент може да е необходима положителна контролна група, но може да има ситуации, при които лабораториите за изпитване разполагат с налични исторически данни за позитивен контрол, които показват системно задоволителни отговори за период от 6 месеца или по- продължителен период от време. При тези ситуации, изпитванията с положителни контроли могат да се провеждат по - рядко, като интервалите между отделните изпитвания не трябва да са по- големи от 6 месеца. Въпреки, че положителното контролно вещество трябва да бъде изпитвано в носител, за когото е известно, че при прилагането му се получава постоянен отговор (напр. ацетон/зехтин), но при установени ситуации, изпитването може да се проведе и с нестандартен носител (клинично/ химично съответстаща формулация). В тези случаи трябва да се изследва възможното взаимодействие на положителната контрола с нетрадиционно използвания носител. 

1.3.2.3 Брой на животните, нива на дозата и избор на носител.

Използва се група от минимум четири животни за доза, при минимум три концентрации на изпитваното вещество, и отрицателна контролна група, третирана само с носителя на изпитваното вещество и, където е подходящо, положителна контролна група. В случаите, при които трябва да се съберат индивидуални данни за всяко животно, се използват групи от минимум пет животни  за доза. Освен , че липсва третиране с изпитваното вещество животните от контролните групи трябва да са отглеждани и третирани по начин, идентичен с този, на животните от третираните групи. Изборът на доза и носител трябва да се основава на препоръките, посочени в литаратурата (1). Дозите се избират от концентрационните серии 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2.5 %, 1 %, 0.5 % и др. При избора на трите последователни концентрации, трябва да се отчита наличните данни за остра токсичност и кожно дразнене, така, че най- високата концентрация да увеличава в максимална степен експозицията от една страна , а от друга да не предизвиква системна токсичност и прекалено силно локално кожно дразнене (2)(11). Носителят трябва да се избира така, че концентрацията за изпитване и разтворимостта да са максимални и едновременно с това да може да се приготви подходящ разтвор/суспензия за прилагане на изпитваното вещество. За предпочитане е да се използват следните носител: aцетон/ зехтин (4:1 об/об), диметилформамид, метилетилкетон, пропилен гликол и диметилсулфоксид (2)(10), но могат да бъдат използвани и други, при условие, че те са достатъчно добре научно обосновани. При определени ситуации, може да бъде необходимо използването на клинично съотвестващи носители или търговска формулация, съдържаща изпитваното вещество, която се използва като допълнителна контрола. Особено внимание трябва да се обърне на удостоверяването, че в системата на носителя се инкорпорират хидрофилни материали, които овлажнвяват кожата и се задържат. Ето защо, разтворители на изцяло водна основа трябва да се избягват.

1.3.3 Процедура на изпитване

1.3.3.1 Експериментален график 

Експерименталният график на опита е, както следва:

● Ден 1:

Индивидуално идентифициране и записване на масата на всяко животно. 

Извършва се отворено аплициране на задната на  част на всяко ухо с 25µl от разтвор на изпитваното вещество в подходяща концентрация, само на носителя и съответно на положителната контрола (ако е необходимо).

● Ден 2 и 3:

Повтаряне на апликационната процедура, проведена на ден 1.

● Ден 4 и 5

Няма третиране.

● Ден 6

Записва се теглото на всяко животно. Инжектира се 250µl фосфатно буфериран физиологичен разтвор (PBS), cъдържащ 20 µCi (7.4e + 8 Bq)  3H-метил тимитидин на всичките изследвани и контролни мишки през опашната вена. Друга възможност е да се инжектира 250 µL PBS, съдържащ 2 µCi (7.4e + 7 Bq) 125I-йододеоксиуридин и 10-5 M флуородеоксиуридин на всички мишки през опашната вена. Пет  часа по- късно, животните се умъртвяват. Дрениращите ушни лимфни възли от всяко ухо се отпрепарират и се събират в PBS при всяка експериментална група (обединен подход за третиране на групата); друга възможност е двойките лимфни възли от отделните животни да се отпрепарират и събират в PBS за всяко животно (индивидуален подход към животните). Подробности и диаграми за идентифицирането и дисекцията на възлите могат да се намерят в Приложение I на литаратурата (10).

1.3.3.2 Подготовка на клетъчни суспензии

Приготвя се еднократна клетъчна суспензия от клетки от лимфни възли (LNC) от всяка от общо третираните групи или двустранно от животинските индивиди чрез леко механично пресяване през 200 µm-вите отвори на мрежа от неръждаема стомана. Клетките от лимфните възли се измиват двукратно с голямо количество PBS и преципитират с 5 % трихлороцетна киселина (TCA) при 4 °C в продължение на 18h (2). Малките топчета (пелети) или повторно се суспендират в 1 ml TCA и се пренасят до сцинтилационните стъкленици, съдържащи 10 ml сцинтилационна течност за 3H-брояч, или се пренасят директно към гамма броящите епруветки за 125I-датчика.

1.3.3.3 Определяне на клетъчната пролиферация (инкорпорирана радиоактивност)

Инкорпорирането на  3H-метил тимидин се измерва чрез β-сцинтилационен датчик като разпадане (дезинтегриране) за минута (DPM). Инкорпорирането на 125I-йододеоксиуридин се измерва чрез 125I - брояч и също се изразява като DPM. В зависимост от използвания подход, инкорпорирането се изразява като  DPM/ третирана група (обединен подход) или DPM/ животно (индивидуален подход).

1.3.3.4 Наблюдения

1.3.3.4.1 Клинични наблюдения

Животните трябва внимателно да се наблюдават веднъж дневно за клинични признаци, за локално дразнене около мястото на въвеждане или за системна токсичност. Всички наблюдения систематично се записват в индивидуални протоколи, които се водят за всяко животно. 

1.3.3.4.2 Телесна маса

Както е посочено в точка 1.3.3.1, индивидуалната телесна маса на животните трябва да се измерва в началото на изследването и при планираното умъртвяване на животните.

1.3.4 Изчисляване на резултатите

Резултатите се изразяват като стимулационен индекс (SI). Когато се използва обединеният подход, SI се получава чрез разделяне на общото радиоактивно смесване (инкорпориране) при всяка третирана група, на инкорпорирането на контролна група с носителя. Така се получава средният SI. Когато се използва индивидуалният подход, SI се получава чрез разделяне на средната  DPM/ животно от всяка група, изследвана с изпитваното вещество и от положителната контролна група, на средната DPM/ животно от контролната група с носителя. Средната стойност на SI за контролите, третирани с носител, тогава е 1.

Използването на индивидуален подход за изчисляване на SI позволява извършването на статистически анализ на данните. При избора на подходящ метод за статистически анализ, изследователят трябва да обърне внимание на възможни различия или променливост (вариране) и други, свързани с тях проблеми, които могат да наложат трансформация на данните или провеждане на не-параметричен анализ.  Подходящ подход за интерпрениране на данните, е оценяването на всички индинидуални данни от третирането и контролите с носителя и получаване от тях на най - добрата крива доза - отговор, съобразена с доверителния интервал (8)(12)(13). Въпреки това, изследователят трябва да внимава за възможни рязко отличаващи се отговори от останалите отговори при животинските индивиди в група, което може да доведе до необходимост от използване на алтернативно оценяване на отговора (напр., медиана, вместо средна стойност) или елиминиране на рязко отличаващите се отговори.

Процесът на вземане на решение, свъран с положителен отговор, включва стимулационен индекс ≥ 3, както и взема под внимание зависимостта доза - отговор и, където е подходящо, статистическата значимост (3)(6)(8)(12)(14). ;

При необходимост, за изясняване на получените резултати, трябва да се обърне внимание на различните свойства на изпитваното вещество, включително на това, дали то има структурно сходство с известни кожни сенсибилизатори, дали причинява изключително силно кожно дразнене и вида на установената зависимостта доза - отговор. Тези и други съображения се обсъдени подробно на друго място (7).
2. ДAННИ

Данните трябва да бъдат резюмирани в таблична форма, показваща средните и индивидуалните стойности на DPM и стимулационните индекси за всяка група от дози  (включително контролната група третирани с носител ).
3. ОТЧИТАНЕ

3.1 Протокол от изпитването

Протоколът от изпитването трябва да включва следната информация:

Изпитвано вещество:

— данни за идентичността (напр. CAS номер, ако има, произход, чистота, известните примеси, пореден (lot) номер);

— физично състояние и физико-химични свойства (напр. летливост, стабилност, разтворимост);

— ако е смес, състав и относително съотношение (в %) на компонентите;

 Носител:

— данни за идентичността (чистота, концентрация (където е подходящо), използван обем);

— обосноваване на избора на носител.

Опитни животни:

— линия на използваните мишки;

— микробиологично състояние на животните, когато е известно;

— произход на животните, условия за отглеждане, диета и т.н.;

— брой, възраст и пол на животните.

Условия на експеримента:

— подробности за формулирането на изпитваното вещество и за прилагането му;

— обосноваване на избора на доза, включително резултати от изследване на обхвата на откриване, ако е проведено; използвани концентрации на изпитваното вещество и носителя и общо количество на приложеното вещество;

— подробности във връзка с качеството на храната и водата (включително вид/ източник  на диетата, водоизточник).

Проверка на достоверността/надеждността:

— резюме на резултатите от най-последната достоверна проверка, включително информация за веществото, концентрация и използван носител;

— съвпадащи и/ или исторически позитивни и негативни контролни данни за лабораторията, провеждаща изследването.

Резултати:

— индивидуални маси на животните в началото на дозирането и при планираното им (по график) умъртвяване;

— таблицa на средните (обединен подход) и индивидуалните (индивидуален подход) стойности на DPM, както и обхватът от стойности при двата подхода и стимулационните индекси за всяка група от дози (включително контролната третирана с носител/разтворител);

— статистически анализи, където е подходящо;

— време на поява на признаци на токсичност, включително кожно дразнене около мястото на прилагане, ако има, за всяко едно животно.

Обсъждане на резултатите:

— Кратък коментар на резултатите, анализ доза- отговор и статистически анализ, където е подходящо, със заключение, дали веществото трябва да бъде разглеждано като кожен сенсибилизатор.
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B.43. НЕВРОТОКСИКОЛОГИЧНО ИЗСЛЕДВАНЕ ПРИ ГРИЗАЧИ

METOД

Този метод е еквивалентен на OECD TG 424 (1997).
Този метод е предназначен да предостави информацията, необходима за потвърждаване или за по-пълно характеризиране на потенциалната невротоксичност на химикали при полово зрели животни. Методът може да се комбинира със съществуващи  методи за изпитване на токсичност с многократни дози или да се проведе като самостоятелно изследване. Препоръчва се да бъдат направени консултации с Ръководството на OECD за стратегии и методи за изследване на невротоксичността (1), за да се подпомогне определянето на изследванията, основани на този метод. Това е особено важно, когато се разглеждат модификациите на наблюденията и процедурите за изпитване, препоръчвани при рутинното прилагане на този метод. Ръководството е изготвено, за да подпомогне избора на други процедури за изпитване, които се използват при специфични условия на прилагане. Оценката на невротоксичността при развиващи се организми не е обект на този метод.

ВЪВЕДЕНИЕ

При извършването на оценка на токсикологичните характеристики на химичните вещества, трябва да се вземе под внимание възможността за предизвикване на невротоксични ефекти (невротоксичния им потенциал). Използваният метод за изпитване на системна токсичност  с многократни дози включва наблюдения за скрининиг на потенциалната невротоксичност.. Предложеният метод може да се използва за създаване на постановка на изследване, за получаване на допълнителна информация за невротоксичните ефекти, наблюдавани при изследвания на системна токсичност, или за потвърждаване на невротоксичните ефекти. Оценяването на потенциалната невротоксичност чрез използването на този метод може да е по-подходящо за някои класове химични вещества и когато няма данни за потенциална невротоксичност на тези химикали при проведени предишни изследвания на системната токичност с многократни дози. Например, съображенията за това могат да включват:

● наблюдавани неврологични признаци или невропатологични увреждания при токсикологични изследвания, различни от тези наблюдавани при изследванията на системна токсичност с многократни дози, или

● структурно сходство или друга информация, свързваща ги с известни  невротоксични вещества.

Освен това, може да има и други случаи, при които използването на този метод е подходящо; за повече подробности виж (1).

Този метод е разработен така, че да може да бъде приспособен да отговори на необходимостта за потвърждаване на специфичната хистопатологична и поведенческа невротокичност на химичното вещество, и да характеризира и количествено да определи невротоксичните ефекти.

В миналото, невротоксикологията е била приравнявана с невропатията, включваща невропатологични увреждания или неврологични дисфункции, като припадъци, парализи или тремор. Въпреки че невропатията е важна проява на невротоксичността, сега е ясно, че има много други други признаци за токсично действие върху нервната система (напр. загуба на двигателна координация, сензорен дефицит, дисфункции при заучаване и запаметяване), които не се припокриват  с невропатията или други видове изследвания. 

Методът за изпитване на невротоксичността е предназначен за откриване на отчетливи невроповеденчески и невропатологични ефекти при полово зрели гризачи. Поведенческите ефекти, дори при отсъствие на морфологични изменения, могат да бъдат израз на неблагоприятно повлияване върху организма, но не всички промени в поведението са специфични за нервната система. Поради това, всички наблюдавани изменения трябва да бъдат оценявани във връзка със съответните хистопатологични, хематологични или биохимични данни, както и с данни за  други видове системна токсичност. Изследванията, необходими за този метод за характеризиране и количествено определяне на невротоксичните ефекти, включват специфични хистопатологичнии и поведенчески процедури, които по-късно могат да бъдат потвърдени чрез електрофизиологични и/ или биохимични  изследвания (1)(2)(3)(4). 

Невротоксикантите могат да въздействат както върху различни прицелни елементи на нервната система, така и  чрез разнообразни механизми на действие. Тъй като не съществува точно определен набор от изследвания, способен напълно да оцени невротоксичният потенциал на всички вещества, може да е необходимо използването на други in vivo или in vitro изследвания, които са специфични за вида наблюдавана или очаквана невротоксичност. 

Tози метод за изпитване може да бъде използван и във връзка с указанията, посочени в Ръководството на OECD за стратегии и методи за изследване на невротоксичността (1) при планиране на изследвания, целящи по-пълно  характеризиране или повишаване чувствителността при определянето на доза-отговор зависимостта, за да се оцени по- добре нивото, при което не се наблюдава неблагоприятен ефект (NOAEL), или да се  потвърдят известни или допускани опасни свойства на химичното вещество. Например, могат да се планират изследвания, които да послужат за идентифициране и оценяване на невротоксичния(те) механизъм(и) или да допълнят вече известни данни, получени при използването на основни  невроповеденчески и невропатологични процедури. При такива проучвания не трябва да се събират повтарно данни, които вече са получени при прилагане на стандартните процедури, препоръчвани в този метод, и за които се счита че не са необходими при интерпретиране на резултатите от изследването. 

Това невротоксикологично изследване, когато се използва самостоятелно или в комбинация, осигурява информация, която:

— позволява да се определи, дали нервната система е трайно или обратимо увредена от изпитваното химично вещество;

— може да допринесе за охарактеризирането на измененията в нервната система, свързани с експозицията на химичното вещество и за разкриване на основния механизъм на действие и
— позволява да се определи доза –време и доза – отговор зависимостите за да се оцени ниво, при които не се наблюдава неблагоприятен ефект - NOAEL (което може да се използва за създаване на критериите за безопасност за химичното вещество).

При този метод изпитваното вещество се въвежда орално. Могат да бъдат по-подходящи други пътища на постъпване (напр. дермален или инхалаторен), които да наложат модифициране на препоръчваните процедури. Изборът на път на постъпване е в зависимост от вида на експозицията при хората и наличната токсикологична или токсикокинетична информация.
1.2 ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

Неблагоприятен ефект е всяко, свързано с третирането изменение спрямо първоначалното състояние, в резултат на което се повлиява жизнеспособността на организма, неговата репродуктивност или способността му да се адаптира към условията на околната среда.

Доза е количеството въведено изпитвано вещество. Дозата се изразява като маса (g, mg) или като маса на изпитваното вещество за единица маса на изследваното животно (напр. mg/kg), или като постоянни концентрации , включени в диетата (ppm).
Дозиране е общ термин , свързан с дозата, честотата и продължителността на дозиране.

Невротоксичност е неблагоприятни изменения в структурата или функционирането на нервната система, в резултат на експозиция на химичен, биологичен или физичен агент.

Нeвротоксикант е всеки химичен, биологичен или физичен aгент, който може да причини невротоксичност.

NOAEL е ниво, при което не се наблюдава неблагоприятен ефект. Това е най- високото ниво на дозата, при което не се установяват неблагоприятни ефекти, свързани с третирането.
1.3 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Изпитваното химично вещество се прилага по орален път чрез серия от дози, въвеждани на няколко групи лабораторни гризачи. Обикновено  се изисква въвеждане на многократни  дози, като  режима на дозиране може да бъде 28 дни, субхроничен (90 дни) или хроничен (1 година или по-дълъг период). Процедурата, представена в този метод, може да се използва и за изследване на остра невротоксичност. Животните се изследват, за да се открият или да се характеризират поведенческите и/ или неврологичните аномалии.През всеки период на наблюдението се оценява поредица от поведенчески признаци, които могат да бъдат предизвикани от невротсичния  агент. В края на експеримента, се отделя подгпрупа животни  от двата пола, които се перфузират in situ и се подготвят и изследват  части от главния мозък, гръбначния мозък и периферните нерви.

 Когато изследването се провежда като самостоятелно проучване на невротоксичността или за характеризиране на невротоксичните ефекти, животните във всяка група, които не се подлагат на перфузия in situ и по - следващо хистопатологично изследване (виж Taблица 1), могат да бъдат използвани за провеждане на специфични невроповеденчески, невропатологични, неврохимични или електрофизиологични процедури, които могат да  допълнят данните, получени при стандартните експерименти, чието провеждане се изисква при този метод (1). Teзи допълнителни процедури могат да бъдат особено  полезни, когато има емпирични наблюдения или се очакват ефекти, показващи наличие на специфичен вид или прицелна структура, в резултат на невротоксичното действие на химичното вещество. Друга възможност е останалите животни да бъдат използвани за оценки, като тези, изисквани при Методите за изпитване на токсичност с многократни дози при гризачи. 

Когато процедурите на този метод за изследване се комбинират с тези на други методи за изследване, е необходимо да има достатъчен брой животни, за да се удовлетворят изискванията за наблюдения и на двете изследвания.

1.4 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗСЛЕДВАНЕ

1.4.1 Избор на животински видове

Предпочитаният вид гризачи е плъх, но при приемвлива обосновка могат да се използват и други видове. Обикновено при лабораторните опити се използват млади, здрави и полово зрели  животни. Женските индивиди трябва да не са раждали и да не са бременни. Дозирането нормално трябва да започне колкото е възможно по- скоро след отбиването им, но за предпочитане, не по-късно от периода, когато животните са на шест седмици, и преди животните да станат на възраст девет седмици. В случаите, когато това изследване се комбинира с други изследвания, тези изисквания за възрастта трябва да бъдат подходящо приспособени. В началото на изследването, вариациите в теглото на използваните животни трябва да не надвишават ± 20 % от средното тегло за всеки пол. Когато се провежда предварително изследване с многократни дози за кратък период от време, предшестващо дългосрочно изследване, и при двете изследвания трябва да се използват животни от една и съща линия  и от един и същи  доставчик.  

1.4.2 Условия за отглеждане и хранене

В помещението на опитните животни трябва се поддържа тeмпературата 22(C (± 3(C). Относителната влажност трябва да е минимум 30 % и е препоръчително да не надвишава 70 % освен при почистване; цели се поддържане  на относителна млажност 50- 60 %. Осигурява се изкуствено осветлението, с редуване на 12 часа светъл период, 12 часа тъмен период. Всеки рязък и силен шум трябва да бъде сведен до минимум. За хранене могат да се използват конвенционалните лабораторни диети с неограничен достъп до питейна вода. Изборът на диета може да бъде повлиян от необходимостта от  осигуряване на  подходящо смесване на изпитваното вещество при приемането му по този метод. Животните могат да се настаняват в клетките индивидуално или на малки групи от един и същ пол. 

1.4.3 Подготовка на животните

Здрави, млади животни са разделят произволно в контролни групи и групи, които ще сетретират. Клетките се подреждат по такъв начин, че възможните ефекти от местоположението на клетката, да се сведат до минимум. Животните се  идентифицират индивидуално и се оставят в клетките си минимум пет дни преди започване на изследването, за да се аклиматизират към лабораторните условия. 

1.4.4 Път на въвеждане и подготовка на дозите

При този метод за изследване се използва орален път на въвеждане на изпитваното вещество. Оралното въвеждане може да се осъществи чрез гаваж с помощта на сонда, посредством диета, чрез питейната вода или чрез капсули. Могат да се прилагат и други  пътища на въвеждане  (напр. кожен или инхалаторен), но в тези случаи може да е необходимо модифициране на препоръчваните процедури. Изборът на подходящия път на въвеждане е в зависимост от вида на експозицията на човека и наличната токсикологична или токсикокинетична информация. Решението за  избора на подходящ път на въвеждане, както и съответните модификации на процедурите при този метод трябва да се обосновават. 

Когато е необходимо, изпитваното вещество може да се разтвори или да се суспендира в подходящ носител. Препоръчва се, да се обмисли първо възможността за използване на воден разтвор/суспензия, после - възможността за използване на разтвор/суспензия в масло (напр. царевично масло) и едва след това - възможността за използване на разтвор/суспензия в друг носител. Трябва да са известни токсичните характеристики на носителя. Освен това, трябва да се вземат под внимание следните характеристики на носителя: влиянието върху абсорбцията, разпределението, метаболизма или задържането на изпитваното вещество, което може да промени своите токсични характеристики; и ефектите върху консумирането на храна или вода, или хранителното състояние на животните.

1.5 ПРОЦЕДУРИ

1.5.1 Брой и пол на животните 

Когато изследването се провежда като самостоятелно изследване, за оценяването на подробните клинични и функционални наблюдения трябва да се използват минимум 20 животни (10 от женски пол и 10 от мъжки пол) за всяка дозирана и контролна група. В края на опита, най- малко пет животни от мъжки пол и пет животни от женски пол, избрани от тези 10 мъжки и 10 женски,  се перфузират in situ  и се използват за подробно неврохистопатологично изследване. В случаите, когато се наблюдават признаци на невротоксични ефекти само при  ограничен брой животни от група, третирана  с определена доза, трябва да се обмисли включването  и на тези животни в групите, избрани за перфузия in situ. Когато изследването се провежда в комбинация с изследване за токсичност с многократни дози, броят на опитните животни трябва да е достатъчно голям , за да се постигнат целите и на двете изследвания. Минималният брой животни в група при различните комбинации от изследвания са представени в Таблица 1. Когато се планира умъртвяване или наблюдение на обратимостта, продължителността или късно появяване на токсични ефекти след третирането при възстановяващи се групи, или когато се обмисля нуждата от допълнителни наблюдения, тогава броят на животните трябва да се увеличи, за да се осигури необходимият брой животни за наблюдения и хистопатология. 

1.5.2 Tретирани и контролни групи

Обикновено се използват групи, третирани с най- малко три дози и контролна група, но ако от оценката на други данни се установи, че не се очакват ефекти при многократни дози от  1 000 mg/ kg телесна маса/ ден, може да се проведе гранично( лимитиращо) изпитване. Ако няма подходящи налични данни, може да се проведе изследване за намиране на обхвата на дозите, с което да се подпомогне определянето на дозите, които ще се прилагат. С изключение на третирането с изпитваното вещество, животните в контролната група трябва да се отглеждат по начин идентичен на този, при животните от третираната група. Когато при въвеждане на изпитваното вещество се използва носител, контролната група трябва да приеме количество, равняващо се на най- високия използван обем на носителя.

1.5.3 Проверка за достоверност 

Лабораторията, провеждаща изследването, трябва да представи данни, удостоверяващи способността ù да извърши изследването и чувствителността на използваната процедура. Тези данни трябва да осигуряват доказателство за способността за откриване и количествено определяне, където е подходящо, на промените в различните крайни отговори, препоръчвани за наблюдение, например автономни признаци, сензорни реакции, сила на хващане с крайниците и двигателна активност. Информация за химичните вещества, които причиняват различни видове невротоксични отговори и които могат да се използват като вещества за позитивен контрол, може да си намери в литерурните източници - 2 дo 9. Могат да се използват исторически данни, ако съществените аспекти на експерименталните процедури остават едни и същи. Препоръчва се периодично актуализиране на историческите данни. Когато някои важни елементи при провеждането на изпитването или на процедурите са променени от  лабораторията провеждаща изпитването, трябва да се изготвят нови данни за потвърждаване на чувствителността на процедурите.

1.5.4 Избор на доза

При избора на нивата  на дозите се  вземат предвид наличните, предварително установени данни за токсичност и токсикокинетика за изпитваното съединение или подобни материали. Нивото на най- високата доза се избира с цел да се предизвикат невротоксични ефекти или ясни системни токсични ефекти. След това се избира намаляваща поредица от нива на дози, за да се определи на доза - отговор зависимост и това най-ниско ниво на дозата при което не се наблюдава неблагоприятен ефект (NOAEL). По принцип, нивата на дозите трябва да се определят така, че началните токсични ефекти върху нервната система да могат да се разграничават от ефектите, свързани със системната токсичност. Два до три интервала често са достатъчни (оптимум) и добавянето на четвърта група за изпитване често е за предпочитане при използването на много големи интервали (напр. повече от фактор 10) между дозите. Когато е налична приемлива оценка на експозицията на хора, тя трябва да се вземе предвид.

1.5.5 Гранично (лимитиращо) изпитване

Когато изследването при еднократно ниво на доза от най- малко 1 000 mg/ kg телесно тегло/ ден, прилагано при описаната процедура, не предизвиква видими невротоксични ефекти, и когато въз основа на данни от структурно - подобни съединения не  се очаква токсичност, тогава може да не е необходимо провеждането на пълното изследване, използващо три нива на дозите. Очакваната експозиция върху хората може да определи необходимостта при граничното (лимитиращо) изпитване да се използва по - високо ниво на дозиране чрез орално  въвеждане. При други пътища на въвеждане, например инхалация или дермално прилагане, в много случаи чрез физико-химичните свойства на изпитваното вещество се определя максимално достижимото ниво на експозиция. При провеждането на изследване за остра орална токсичност, дозата за гранично (лимитиращо) изпитване трябва да бъде минимум 2 000 mg/ kg. 

1.5.6 Въвеждане на дозите

Животните се дозират с изпитваното вещество ежедневно, седем дни всяка седмица, за период с продължителност минимум 28 дни. Когато се избира  режим на дозиране   само пет дни за седмица или  по - кратък период на експозиция, това трябва да бъде обосновано. Когато изпитваното вещество се приема чрез гаваж, това  се прави с еднократна доза, посредством стомашна сонда или подходяща интубационна канюла. Максималният обем течност, който може да бъде въведен на един прием, зависи от размера на изследваното животно. Обемът не трябва да надвишава  1 ml/ 100 g телесна маса. В случай на водни разтвори обаче, може да се обмисли евентуалното използване на количество до 2 ml/ 100 g телесна маса. С изключение на дразнещи или корозивни вещества, които обикновено показват силно изразени eфекти при по- високи концентрации, варирането в изпитвания обем трябва да се минимизира чрез регулиране на концентрацията, за осигуряване на постоянен обем при всички нива на дозите. 

За вещества, приемани чрез диетата или питейната вода, е важно да се удостовери, че включените в тях количества на изпитваното вещество, не оказват влияние върху нормалното хранене или водния баланс. Когато изпитваното вещество се приема с диетата, може да се използва  или постоянна концентрация (ppm) в храната или постоянно ниво на дозата спрямо телесната маса на животното, като избраният за прилагане  начин трябва точно да се посочи. За вещество, въведено чрез гаваж с помощта на стомашна сонда, дозата трябва да се дава по подобни начини ежедневно, и да се регулира при необходимост за поддържане на постоянно ниво на дозата спрямо телесното тегло на животното.. Когато се провежда  изследване с многократни дози, като подготовка за дългосрочно изследване, и при двете изследвания трябва да се използва подобна диета.  Когат при  изследване за остра токсичност не е възможно еднократно дозиране, дозата може да се дава на малки порции (фракции, части) в продължение на период, който не надвишава 24 часа.

1.6 НАБЛЮДЕНИЯ

1.6.1 Честота на наблюденията и изследванията

При изследвания с многократни дози, периодът на наблюдения трябва да покрива периода на дозиране. При изследване за остра токсичност, наблюденията трябва да се извършнат в 14- дневния период след третирането. При животни от съпътстващите групи, които не са подложени на експозиция през периода след третирането, наблюденията трябва да покриват същия този период. 

Наблюденията трябва да се извършват достатъчно често, за да се осигури възможно най-голяма вероятност за откриване на поведенчески и/ или неврологични аномалии. За предпочитане е наблюденията да се извършват по едно и също време всеки ден, като се обърне внимание на най-вероятния период на очаквани ефекти след дозирането. Честотата на клиничните наблюдения и функционалните изследвания е резюмирана в Таблица 2. Ако кинетични или други данни, събрани от предишни изследвания, показват необходимост от използване на различни моменти за наблюдение или изследвание, или на други периоди след наблюдение, се приема алтернативен график, за да се получи възможно най-голяма информация. Промените в графика трябва да се обосноват.

1.6.1.1 Наблюдения върху общото здравословно състояние и смъртност/ заболеваемост 

Всички опитни животни трябва да се наблюдават внимателно най- малко веднъж на ден, във връзка с тяхното здравословно състояние, както и най- малко два пъти дневно в случай на заболяване или смъртност.

1.6.1.2 Подробни клинични наблюдения

Подробни клинични наблюдения се провеждат върху всички, избрани за тази цел, животни (виж Таблица 1). Тези наблюдения се извършват веднъж преди първата експозиция (за да са възможни сравнения между отделните животни) и на различни интервали от време след това, в зависимост от продължителността на изследването (виж Taблица 2). В края на възстановителния период се предприемат подробни клинични наблюдения върху съпътстващи групи  Подробните клинични наблюдения трябва да се провеждат извън клетката на стандартна повърхност. Тези наблюдения трябва внимателно да се записват с помощта на оценъчни системи, които включват критерии или оценъчни скали за всяко измерване, предприето при наблюденията. Използваните критерии или скали трябва да са категорично определени от лабораторията, провеждаща изпитването. Трябва да бъде направено усилие за осигуряване на минимално вариране в условията за изследване (и да не е систематично свързано с третирането) и за осигуряване на провеждането на наблюденията от обучени наблюдатели, които да не са запознати с действителното третиране. 

Препоръчва се наблюденията да се провеждат по структуриран начин, при който систематично се прилагат точно дефинирани критерии (включително дефиницията на понятието “нормален обхват”) за всяко опитно животно и във всеки момент на наблюдение. “Нормалният обхват” се документира по подходящ начин. Всички наблюдавани признаци трябва да се записват. Винаги, когато е възможно,  подреждането по степента на наблюдаваните признаци също трябва да се записва. Клиничните наблюдения трябва да включват най-малко измененията в кожа, козина, очи, лигавици, поява на секреция и екскреция и автономна дейност (напр. лакримация, пилоерекция, размер на зениците, необичайни респираторни движения и/ или дишане през устата, необичайни признаци на уриниране и дефекация, както и обезцветена урина). 

Необичайни реакции, свързани с положение на тялото, степен на активност (напр. понижено или повишено проучване на повърхността) и  координация на движенията трябва да се отбелязват. Промените в походката (напр., клатушкаща се “патешка” походка, атаксия), позата (напр., прегърбване) и реакциите при докосване и преместване или други стимули на околната среда, както и наличието на клонични или тонични движения, конвулсии или тремор, стереотипи (напр. прекомерено  чесане, необичайни движения на главата, непрестанно въртене в кръг) или необичайно поведение (напр., хапене или прекомерено облизване, самоосакатяване, вървеж в обратна посока (на заден ход), издаване на звуци) или агресивност, трябва да се записват.
1.6.1.3 Функционални изследвания 

По подобие на подробните клинични наблюдения, функционалните изследвания също трябва да се провеждат веднъж преди първата експозицията и често след това при всички, избрани за тази цел  животни (виж Таблица 1). Честотата на функционалното изследване също зависи от продължителността на експеримента (виж Таблица 2). В допълнение към периодите на наблюдение, посочени в Таблица 2, трябва да бъдат направени функционални наблюдения върху  сателитните възстановяващи се групи, колкото е възможно по - близо до момента на умъртвяването при завършване на изследването. Функционалните изследвания трябва да включват сензорна реактивност към стимули от различен вид [напр. слухови, визуални и тактилни стимули (5)(6)(7)], оценка на силата на хващане с крайниците (8) и оценка на двигателната активност (9). Двигателната активност се измерва с  автоматичен уред, способен да улови и пониженията, и повишенията в активността. Ако се използва друга определена система, тя трябва да бъде количествено определена и нейната чуствителност и надеждност трябва да бъдат доказани. Всеки уред трябва да се проверява, за да се осигури надеждност през време на опита и сравнимост между уредите. Повече подробности за процедурите, които трябва се прилагат, са дадени в съответните литературни източници. Ако няма налични данни (напр. структура - активност, епидемиологични данни, други токсикологични изследвания), които да определят потенциалните невротоксични ефекти, трябва да се обмисли включването на по - специализирани изследвания на сензорната и двигателната функция, както и на способността за  научаване и запаметяване, за да се проучат основно тези възможни ефекти. Повече информация за по- специализираните изследвания  и тяхното използване е представена в (1).

По изключение, животните, които проявяват признаци на токсичност в степен, която значително би повлияла на функционалното изследване, могат да бъдат отстранени от това изследване. Отстраняването на отделни животни  от функционалното изследване, се обосновава.

1.6.2 Телесно тегло и консумация на храна/ вода

При изследвания с продължителност до 90 дни, всички животни се претеглят минимум веднъж на седмица и се правят най- малко ежеседмични измервания на консумацията на храна (кактои на консумацията на вода, когато изпитваното вещество се въвежда по този начин). При дългосрочни изследвания, всички животни се претеглят минимум веднъж седмично,  в продължение на първите 13 седмици и най - малко веднъж на всеки четири седмици след това. Измервания  на консумацията на храна (както и на консумацията на вода, когато изпитваното вещество се въвежда по този начин) се правят минимум веднъж седмично, в продължение на първите 13 седмици и след това на приблизителни тримесечни интервали, освен ако промени в здравословното състояние или в телесната маса не налагат друг начин на действие. 

1.6.3 Oфталмология

При изследвания, с продължителност над 28 дни, се провежда офталмологичното изследване, използващо офталмоскоп или подходящ еквивалентен инструмент, преди приемането на изпитваното вещество и при завършване на изследването; за предпочитане е провеждането на изследването при всички животни, или най-малко при животните, при които се прилага високата доза и при тези от контролните групи. Когато се установят изменения в очите, или когато клиничните признаци покажат такава необходимост, то тогава се изследват всички животни. Освен това при дългосрочни изследвания, офталмологичното изследване трябва да се провежда на 13 седмици. Не е необходимо провеждането на офталмологични изследвания, ако вече има такива данни от други изследвания с подобна продължителност и при подобни нива на дозите.

1.6.4 Хематология и клинична биохимия

Когато невротоксичното изследване се провежда в комбинация с изследване за системна токсичност с многократни дози, се провеждат хематологични изследвания и клинични биохимични изследвания както е посочено в съответния метод за изпитване на системна токсичност. Стойностите трябва да е са избрани направен по такъв начин, че всякакви потенциални ефекти за върху невроповеденческите реакции да са минимизирани.
1.6.5 Хистопатология

Невропатологичното изследване е предназначено за допълване и разширяване на наблюденията, правени по време на in vivo фазата на изследването. Tъканни проби от минимум 5 животни от  пол и група (виж Taблица 1 и следващия абзац) трябва да бъдат фиксирани in situ, чрез използване на общопризнати перфузионни и фиксиращи техники (виж литературен източник 3, глава 5 и литературен източник 4, глава 50). Всички наблюдавани очевидни промени трябва да се записват. Когато изследването се провежда като самостоятелно изследване за провеждане на скриинингово наблюдение за невротоксичност или за охарактеризиране на невротоксичните ефекти, останалите части от животните могат да се използват за специфични невроповеденчески (10)(11), невропатологични (10)(11)(12)(13), неврохимични (10)(11)(14)(15) или електрофизиологични (10)(11)(16)(17) изследвания, които могат да допълнят процедурите и изследванията, описани тук, или да повишат броя на изследваните обекти от хистопатологията. Тези допълнителни процедури са от особено значение, когато емпирични наблюдения или очаквани ефекти предполагат наличие на  специфичен вид невротоксичност или специфичен прицелен елемент (2)(3). Aлтернативно, останалите животните могат също да се използват за рутинни патологични оценки,  както е описано в Метода за изследвания с многократни дози. 

Върху всички тъканни проби поставени в парафин трябва да се извърши цялостно оцветяваща процедура, например хематоксилин и еозин (H&E и да се проведе микроскопско изследване. Когато се се наблюдават или се предполага появата на признаци на периферна невропатия, се изследват проби от периферна нервна тъкан поставени в пластмасови блокчета. Клиничните признаци също могат да наложат допълнителни области за изследване или използване на специални оцветяващи процедури. Указания за определянето на допълнителни области, които да бъдат изследвани, може да се намерят в литературни източници (3)(4). Специални подходящи оцветители за демонстриране на определени видове патологични промени могат също да са от полза (18). 

Представителни части от централната и периферната нервна система трябва да се изследват хистологично (виж литературен източник 3, глава 5 и литературен източник 4, глава 50). Изследваните зони обикновено включват: предния мозък, центъра на главния мозък, включително сектора през  хипокампуса, средния мозък, малкия мозък, продълговатия мозък, окото с оптичния нерв и ретина, гръбначен мозък от зоните на шийното и пояно удебеление, ганглии от дорзалните коренчета, дорзалните и вентралните коренчеви влакна, началната част на седалищния нерв, началната част на тибиалния нерв (при коляното) и мускулните разклонения на тибиалния нерв при прасеца. Срезите от гръбначния мозък и периферните нерви трябва да са напречни и надлъжни.Трябва да се вземе под внимание и кръвоснабдяването на нервната система. Изследва се също и проба от скелетен мускул, особено от мускула на прасеца. Специално внимание трябва да се обръща на местата с клетъчна и влакнеста структура и на местата в централната и периферна нервна система за които е известно, че са особено раними от невротоксикантите. 

Указание за невропатологичните промени, които са типични за експозиция на невротоксични агенти, мога да се намерят в литературните източници (3)(4). Препоръчва се да се проведе последователно  изследване на тъканни проби, при което първо се сравняват срези от групата, дозирана с високата доза с тези от контролната група. Ако не се наблюдават невропатологични  изменения в пробите от тези групи, не са необходими следващи анализи. Ако се наблюдават невропатологични  изменения в групата с висока доза, се взема проба от всяка от потенциално засегнатите тъканни области от групите със средна и ниска дози, кодират се  и последователно  (една след длуга) се изследват. 

Ако бъде открито доказателство за невропатологични изменения при количественото определяне, тогава трябва да се проведе второ изследване за всички области от нервната система, показващи такива изменения. Срези от всички дозирани групи от всяка от потенциално засегнатите области се   кодират и се изследват произволно, без да е известен кода. Честотата и тежестта на всяко увреждане се записват. След като бъдат оценени всички области от всички дозирани групи, кодът може да се разкрие и да се проведе статистически анализ за оценяване на зависимостта доза - отговор. Описват се  примери за различните степени на тежест при всяко поражение. 

Невропатологичните находки трябва да бъдат оценени в контекста на наблюденията върху поведението и измерванията, както и с други данни от предишни и паралелни изследвания за системната токсичност на изпитваното вещество.
2. ДАННИ

2.1 ОБРАБОТВАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Трябва да се осигуряват индивидуални данни.Освен това, всички данни трябва да се резюмират в таблична форма, която трябва да съдържа следната информация за всяка изследвана или контролна група: броя на животните в началото на изследването, броя на животните, намерени мъртви по време на изследването или умъртвени по хуманни съображения, както и времето на смъртта или на умъртвяването,  броя на животните с признаци на токсичност, описание на наблюдаваните признаци на токсичност, включително време на появата им, продължителност, вид и тежест на всеки от токсичните ефекти, броя  на животните, показващи  поражения, включително вид и тежест на поражението(ята).
2.2 ОЦЕНКА И ИНТЕРПРЕТИРАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Находките от изследването се оценяват по отношение на честота, тежестта и корелацията на невроповеденчески и невропатологическите ефекти (също неврохимични или електрофизиологични ефекти, ако са били проведени допълнителни изследвания), както  и на всички други наблюдавани неблагоприятни ефекти. Когато е възможно, се оценяват получените числени резултати, чрез използване на подходящ и общоприет статистически метод. Статистическите методи се избират при планирането на изследването. 

3. ОТЧИТАНЕ

3.1 Протокол от изпитването

Протоколът от изпитването трябва да включва следната информация:

Изпитвано вещество:

— физично състояние (включително изомеризация, чистота и физикохимични свойства);

— данни за идентичността.

Носител (ако е използван):

— обосноваване на избора на разтворител, ако е различен от вода.

Опитни животни:

— използвани видове/породи;

· брой, възраст и пол на животните;
· произход/доставчик, условия на отглеждане, аклиматизация, диета и т.н.;
· телесна маса на всяко едно от животните в началото на изследването.

Условия на изпитването:

— подробности за формулирането на изпитваното вещество/приготвянето на диетата, постигната концентрация, стабилност и хомогенност на препарата;

— данни за въвежданите  дози, включително подробности за носителя, обема и физичната форма на въвеждания материал;

— данни за въвеждането на изпитванато вещество;

· обосновка  на избраните нива на дозата;

· обосновка на пътя на прилагане и продължителността на експозицията;
· преизчисляване на концентрацията на изпитванато вещество в диетата/питейната вода (ppm) към фактическата (действителната доза) (mg/kg телесна маса/ден), ако е приложимо;

— подробности за качеството на храната и водата.

Наблюдения и процедури за изпитване:

— подробности за групирането на животните  в подгрупи за перфузия in situ;

— подробности за оценъчни системи за оценяване, включително критерии и оценъчни скали  за всяко измерване при подробните клинични наблюдения;

— подробности от функционалните изследвания на сензорната реактивност към различни стимули (напр. слухови, визуални, тактилни); за оценка на силата на хващане на крайниците; за оценка на двигателната активност (включително подробности за автоматичните устройства за определяне на активността), както и други използвани процедури;

· подробности от офталмологичните изследвания и, където е подходящо  за хематологичните изследвания и клиничните биохимични изследвания със съответните референтни стойности;

·  подробности за специфичните невроповеденчески, невпопатологични, неврохимични или електрофизиологични процедури.

Резултати:

— телесна маса/ промени в телесната маса, включително  на телесната маса в момента на умъртвяването;

— консумация на храна и консумация на вода, където е подходящо;

— данни за токсичен отговор по пол и големина на дозата, включително признаци на токсичност или смъртност;

— вид, тежест и продължителност (начално време и последващо развитие) на подробните клинични наблюдения (дали са обратими или не);

— подробно описание на всички резултати от функционалните изследвания;

· находки при аутопсията;

· подробно описание на всички невроповеденчески, невропатологични  и неврохимични или електрофизиологични находки, ако има такива;

— данни за абсорбцията и метаболизма, ако има такива;

— статистическа обработка на резултатите, ако е възможно.

Обсъждане на резултатите;

— информация за доза- отговор зависимостта;

— връзка на някои други токсични ефекти със заключението за невротоксичния потенциал на изпитваното вещество;

— ниво на дозата, при което не се наблюдава вреден ефект.

Заключения:

· препоръчва се да се представи конкретно заключение относно цялостната невротоксичност на изпитваното вещество.
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Taблица 1

Mинимален брой животни в група, когато невротоксикологично изследване се провежда отделно или комбинирано с други изследвания


НЕВРОТОКСИКОЛОГИЧНО ИЗСЛЕДВАНЕ,

ПРОВЕДЕНО КАТО:




Отделно изследване
Комбинирано изследване с

 28- дневно изследване

Комбинирано изследване с

 90- дневно изследване

Комбинирано изследване с изследване за хронична токсичност

Общ брой животни в група
10 мъжки и 

10 женски
10 мъжки и 

10 женски
15 мъжки и 

15 женски
25 мъжки и 

25 женски

Брой на животните, 

избрани за функционално изследване, включващо подробни клинични наблюдения
10 мъжки и 

10 женски
10 мъжки и 

10 женски
10 мъжки и 

10 женски
10 мъжки и 

10 женски

Брой на животните, избрани за перфузия in situ и за неврохистопатология
5 мъжки и 

5 женски
5 мъжки и 

5 женски
5 мъжки и 

5 женски
5 мъжки и 

5 женски

Брой на животните, избрани за наблюдения при многократни дози/ субхронична/хронична токсичност, хематология, клинична биохимия, хистопатология и други, като е указано в съответните Ръководства

5 мъжки и 

5 женски
10 мъжки † и

10 женски †
20 мъжки † и

20 женски †

Допълнителни наблюдения, където е подходящо
5 мъжки и 

5 женски




† Включва пет животни, избрани за функционални изследвания и подробни клинични наблюдения, като част от невротоксичното изследване 

Таблица 2

Честота на клиничните наблюдения и функционални изследвания
Вид наблюдения


Продължителност на изследването




Остро
28-дневно
90- дневно
Хронично

При всички животни
Общо здравословно състояние
ежедневно
ежедневно
ежедневно
ежедневно


Смъртност/

заболеваемост
Два пъти дневно
Два пъти дневно
Два пъти дневно
Два пъти дневно

При животни, избрани за функционални наблюдения

Подробни клинични наблюдения


— преди първата експозиция

— по врема на 8 часовия период след дозиране при  оценяваното време за върхов ефект

— на 7-я и 14-я ден след дозирането
— преди първата експозиция

— след това веднъж седмично


— преди първата експозиция

— веднъж по време на първата или втората седмица от експозицията 
— ежемесечно след това


— преди първата експозиция

— веднъж в края на първия месец от експозицията 
— на всеки три месеца след това



Функционални изследвания
— преди първата експозиция

— пи време на  8 часаовия период след дозиране при  оценяваното време за върхов ефект

— на 7-я и 14-я ден след дозирането
— преди първата експозиция

— през четвъртата седмица на третиране, колкото се може по- близо до края на периода на експозицията


— преди първата експозиция

— веднъж по време на първата или втората седмица от експозицията 
- ежемесечно след това
— преди първата експозиция

— веднъж в края на първия месец от експозицията 
— на всеки три месеца след това


т. 4. В част „С: Методи за определяне на екотоксикологични свойства” след метод „С.20. Изследване на репродукцията при Daphnia magna”се създават методи С.21., С.22., С.23. и С.24:

„C.21. ПОЧВЕНИ МИКРООРГАНИЗМИ - ИЗПИТВАНЕ НА АЗОТНАТА ТРАНСФОРМАЦИЯ

1. METOД

Tози метод е идентичен с OECD TG 216 (2000).

1.1.  ВЪВЕДЕНИЕ

Методът за изпитване е предназначен за лабораторни анализи и изследва дългосрочните ефекти върху азотната трансформация на почвените микроорганизми при еднократна експозиция с химични вещества и препарати. Изпитването принципно се основава на Препоръките на Европейската и Средиземноморската организация за защита на растенията (1), но са взети предвид и други указания, включително тези на Немският Национален Биологичен Институт (2), Американската Агенция за защита на околната среда (3), SETAC (4) и Международната организация за стандартизация (5). Семинарът на OECD за избор на Почви/Седименти, проведен в Belgirate, Италия, през 1995 г. (6) приема броя и типа на почвите, използвани при това изпитване. Препоръките за събиране, обработване и съхранение на почвената проба се основават на Ръководството на ISO (7) и препоръките от семинара в Belgirate. За оценката на токсичните свойства на изпитваните вещества, може да е необходимо определянето на ефектите върху микробната активност на почвата, напр. когато са необходими данни за възможните странични ефекти на продуктите за растителна защита върху почвената микрофлора или когато се очаква експозиция на почвените микроорганизми на химични вещества,  които не са продукти за растителна защита. Изпитването за азотна трансформация се провежда, за да се определят ефектите от такива химични вещества върху почвената микрофлора. Ако се изпитват агрохимикали (напр. продуктите за растителна защита, торове, химикали за защита на горите), се провеждат едновременно азотна и въглеродна трансформации. Ако не се изпитват агрохимикали, достатъчно е изпитването за азотна трансформация. Когато при тези химикали стойностите на EC50 при изпитването на азотната трансформация, попадат в обхвата, установен за  наличните на пазара нитрификационни инхибитори (напр. нитрапирин), трябва да се проведе изпитване на въглеродната трансформация, зa да се събере повече информация. 

Почвите се състоят от живи и неживи компоненти, които съществуват в комплексни и хетерогенни смеси. Микроорганизмите играят важна роля в разграждането и трансформирането на органичната материя в плодородни почви, като различните видове способстват по различен начин за почвеното плодородие. Всяко дългосрочно влияние върху тези биохимични процеси, по всяка вероятност, може да окаже влияние на хранителния цикъл, а това би могло да измени плодородието на почвата. Във всички плодородни почви се извършват трансформации на азота и въглерода. Въпреки че микробните съобщества в различните почви отговарят различно на тези процеси, начините на трансформация, в основата си, са едни и същи.

Описаният метод за изпитване е предназначен за откриване на предизвиканите от веществото дългосрочни неблагоприятни ефекти върху процеса на азотната трансформация, при почви с аеробна повърхност. Методът за изпитване позволява също да се оценят ефектите от веществото върху въглеродна трансформация, извършвана от почвената микрофлора. Нитратът се образува при последователно разграждане на въглерод-азотните връзки. Следователно, ако в третираните и контролните проби са установени равни стойности на образувания нитрат, най-вероятно основните механизми на разграждане на въглерода са интактни и функционират нормално. Съотношението въглерод/азот на избрания за изпитването субстрат (люцерна в прахообразна форма) е достатъчно.Поради това, по време на изпитването се ограничава въглеродното “гладуване” и ако микробните общества се увредят в следствие на прилагането на химикала, те могат да се самовъзстановят в рамките на 100- дневен период от време.

Изпитванията, въз основа на които е разработен този метод, са предназначени предимно за вещества, за които може да се предвиди количеството, до което те достигат в почвата. Такъв е случаят, например, с продуктите за растителна защита на, за които дозата на прилагане на полето е известна. За агрохимикали е достатъчно изпитване с две дози, съответствуващи на очакваната или предполаганата доза на прилагане. Агрохимикалите могат да се изпитват като активни вещества или като формулации. Изпитването не се ограничава само до агрохимикали. Чрез промяна едновременно на количествата на изпитваното вещество, прилагано върху почвата, и на начина, по който се оценяват данните, изпитването може също да се приложи при химикали, за които не е известно количеството, което се очаква те да достигнат в почвата. По такъв начин се определят ефектите върху азотна трансформация на серия концентрации на химикали, които не са агрохимикали. Данните от тези изследвания се използват за изготвянето на кривата доза - отговор и за изчисляване на стойностите на ECx, където x е определения в % ефект.

1.2 ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Азотна трансформация е пълното разграждане от микроорганизми на азот-съдържаща се органична материя, през етапи на  амонификация и нитрификация до образуване на съответния неорганичен краен продукт -  нитрат.

ECx (Eфективна концентрация) е концентрацията на изпитваното вещество в почвата, която води до x процента задържане на трансформацията на азота до нитрат.

EC50 (Средна ефективна концентрация) е концентрацията на изпитваното вещество в почвата, която води до 50 процента (50 %) задържане на трансформацията на азота до нитрат.
1.3 ВЕЩЕСТВА ЗА СРАВНЕНИЕ

Няма.
1.4 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Пресятата почва се обогатява с растително брашно и всяка проба се третира с изпитваното вещество или остава необработена с него (контрола). Ако се изпитва агрохимикал, се препоръчват минимум две концентрации за изпитване и те трябва да бъдат избрани във връзка с най - високата очаквана концентрация в почвата на полето. След 0-ия, 7-ия, 14 –я ден и 28-я ден от инкубирането, пробите с третираните и контролните почви се екстрахират с подходящ разтворител и се определят количествата нитрат в екстрактите. Нивото на образувания нитрат в третираните проби се сравнява с нивото в контролите и се изчислява процентното отклонение в стойностите на третираните проби и контролите. Всички изпитвания продължавта минимум 28 дни. Ако на 28-я ден разликите между третираните и нетретираните почви са по - големи или равни на 25 %, измерванията продължават, но не по-дълго от 100 дни. Ако не се изпитват агрохимикали, в почвените проби се добавят серия от концентрации на изпитваното вещество и след 28 инкубационни дни се измерват количествата на образувания нитрат в третираните и контролните проби. Резултатите от изпитванията с множество концентрации се анализират с използването на регресионен модел и се изчисляват стойностите на ECx (т.e. EC50, EC25 и/или EC10). Виж определенията.
1.5 ВАЛИДИРАНЕ НА ИЗПИТВАНЕТО

Оценяването на резултатите от изпитването с агрохимикали, се основава на относително малки разлики (т.e. средна стойност ± 25 %) между нитратните концентрации в контролните и третираните почвени проби, като трябва да се има предвид, че големи отклонения в контролите могат да доведат до погрешни резултати. Следователно, отклонението между успоредните контролни проби трябва да бъде по- малко от ±15 %.

1.6 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.6.1 Aпаратура

Използват се контейнери за изпитване, направени от химически инертен материал. Te трябва да бъдат с подходящ капацитет, в съответствие с използваната процедура за инкубиране на почви, т.e. инкубиране в насипно състояние или в серии от индивидуални почвени проби (виж точка 1.7.1.2). Трябва да бъде обърнато внимание едновременно на минимизирането на водните загуби и на невъзпрепятстването на обмена на газове по време на изпитването (напр. изпитваните контейнери могат да бъдат покрити с перфорирано полиетиленово фолио). Когато се изпитват летливи вещества, трябва да бъдат използвани запечатващи се и газонепропускливи контейнери. Те трябва да бъдат с такъв размер, че приблизително една четвърт от техния обем да е пълна с почвената проба. 

Използва се стандартно лабораторно оборудване, както следва:

- разбъркващо/клатачно устройство: механична клатачка или еквивалентно оборудване;

- центрофуга (3 000 g) или филтриращо устройство (използва се несъдържаща нитрати филтърна хартия);

- инструмент с подходяща чувствителност и способност за възпроизводимост на нитратния анализ.

1.6.2 Избор и брой на почвените проби

Използва се една единствена почвена проба. Препоръчва се почвата да има характеристики, както следва:

- съдържание на пясък: не по-малко от 50 % и не повече от 75 %;

- pH: 5.5-7.5;

- съдържание на органичен въглерод: 0.5-1.5 %;

- микробната биомаса трябва да бъде измерена (8)(9) и нейното въглеродно съдържание трябва да бъде най-малко 1 % oт общия органичен въглерод в почвата. 

В повечето случаи, почва с такива характеристики представлява най-лошия случай, тъй като адсорбцията на изпитвания химикал е минимална, а наличността му в микрофлората е максимална.В тази връзка обичайно не е необходимо провеждането на изпитвания с други почви. Въпреки това, при определени обстоятелства, напр. когато се очаква основно употребата на изпитваното вещество да е в определени почви, такива като кисели горски почви, или при изпитване на електростатично заредени химикали, може да бъде необходимо използването на допълнителна почви.

1.6.3 Cъбиране и съхранение на почвени проби

1.6.3.1 Cъбиране

Трябва да има налична подробна историческа информация за мястото в полето, от където е взета почва за изпитване. Подробностите включват: точно местоположение, растителна покривка, дати на третиране с продукти за растителна защита, обработване с органични и неорганични торове, прибавяне на биологични материали или инцидентни замърсявания. Избраното място за вземане на почва трябва да позволява дългосрочна употреба. Постоянни пасища, поля с едногодишни зърнени култури (с изключение на царевицата) или гъсто засяти зелени торища са подходящи за вземане на проби. Избраните места за вземане на проби не трябва да са били третирани с продукти за растителна защита поне една година преди вземането на пробите. Също така, никакви органични торове не трябва да са прилагани noне шест месеца преди това. Употребата на минерални торове е разрешена само, когато това се изисква за посевите  и почвени проби не трябва да се вземат поне три месеца след използването на такива торове. Използването на почва, третирана с торове с известна биоцидни ефекти (напр. калциев цианамид) трябва да се избягва.

Вземането на проби се избягва през или непосредствено след по-дълги (повече от 30 дни) периоди на засушаване или наводняване. Проби от разорани почви трябва да се вземат на дълбочина от 0 до 20 cm. При зелени площи (пасища) или други почви, които не са били разоравани дълги периоди от време (поне един растежен сезон), максималната дълбочина за вземане на проби може да бъде малко повече от 20 cm (напр. дo 25 cm).

 Почвените проби трябва да се транспортират в контейнери при определена температура. Тези условия гарантират, че първоначалните свойства на почвата не са значително изменени.

1.6.3.2 Съхранение

Препоръчва се използването на прясно събрани почвени проби. Ако съхраняването в лабораторни условия не може да бъде избегнато, почвите могат да бъдат съхранявани на тъмно при 4 ± 2 °C в продължение на максимум три месеца. По време на съхраняването на почвите, трябва да бъдат осигурени аеробни условия. Ако почвите са събрани от области, където са замръзнали през поне три месеца в годината, те могат да бъдат съхранени за шест месеца при температура от минус 18 °C до минус 22°C. Микробната биомаса на съхраняваната почва се измерва преди всеки експеримент и съдържанието на въглерод в биомасата трябва да бъде минимум 1 % oт общото съдържание на органичен въглерод в почвата (виж точка 1.6.2).

1.6.4 Обработване и подготовка на почвата преди изпитването

1.6.4.1 Предварителна инкубация

Ако почвата е била съхранявана (виж точки 1.6.3.2), се препоръчва предварителна инкубация за период от 2 до 28 дни. Teмпературата и съдържанието на влага в почвата при предварителната инкубация трябва да бъдат подобни на използваните при изпитването (виж точки 1.6.4.2 и 1.7.1.3).

1.6.4.2 Физико-химични характеристики
Почвата ръчно се почиства от големи предмети (напр. камъни, части от растения и др.) и тогава влагата се филтрира, без прекомерно сушене, до размер на частиците по-малък или равен на 2 mm. Съдържанието на влага в почвената проба трябва да бъде регулирано с дестилирана или дейонизирана вода до стойност между 40 % и 60 % oт максималната способност за задържане на вода.

1.6.4.3 Обогатяване с органичен субстрат 

Почвата се обогатява с  подходящ органичен субстрат, напр. С пулверизирано брашно от люцерна, смесена с трева (основен компонент: Medicago sativa) със съотношение C/N между 12/1 и 16/1. Препоръчваното съотношение люцерна - почва  е 5 g люцерна за 1 кg почва (сухо тегло).

1.6.5 Подготовка на изпитваното вещество за прилагане в почвата

Изпитваното вещество обикновено се прилага чрез използване на носител. Носителят може да бъде вода (за водоразтворими вещества) или инертно твърдо вещество, като фин кварцов пясък (размер на частиците: 0.1-0.5 mm). Употребата на течни носители, различни от вода (напр. органични разтворители като ацетон, хлороформ), трябва да бъде избягвана, тъй като те могат да увредят микрофлората. Ако като носител се използва пясък, той може да бъде покрит с разтвореното или суспендирано в подходящ разтворител изпитвано вещество. В такива случаи, разтворителят трябва да бъде отстранен чрез изпаряване, преди смесването с почва. За оптимално разпределение на изпитваното вещество в почвата, се препоръчва съотношението пясък/почва да е  10 g пясък на килограм почва (сухо тегло). Контролните проби се третират само с еквивалентни количества вода и/ или кварцов пясък. 

Когато се изпитват летливи химикали, трябва, дотолкова до колкото е възможно, да бъдат избегнати загубите и експериментът трябва да бъде  проведен при осигурено хомогенно разпределение в почвата (напр. изпитваното вещество трябва да бъде впръскано/ вкарано в почвата на няколко места).

1.6.6 Изпитвани концентрации

Ако се изпитват агрохимикали, трябва да се използват поне две концентрации. По- ниската концентрация съответства най-малко на максималното количество, което се очаква да се достигне в почвата при условията на експеримента, докато по- високата концентрация трябва да бъде кратна на по- ниската концентрация. Концентрациите на изпитваното вещество, добавяно към почвата, се изчисляват, като се приема, че има еднакво смесване в дълбочина от 5 cm и плътност на насипната почва 1.5. За агрохимикали, които се прилагат директно в почвата, или за химикали, за които може да бъде предвидено достигнатото количество в почвата, се препоръчва като изпитвани концентрации да се използват максималната очаквана концентрация в околната среда (PEC) и петкратно по-висока концентрация. Веществата, които се очаква да бъдат прилагани в почвата няколкократно за един сезон, трябва да бъдат изпитвани при концентрации, получени от умножението на PEC и очаквания максимален брой прилагания. По- високата изпитвана концентрация не трябва да превишава повече от десет пъти стойността на максималното еднократно прилагано ниво. Ако не се изпитват агрохимикали, се прилага геометрична серия от поне пет концентрации. Изпитваните концентрации трябва да покриват обхвата, необходим за определяне стойностите на ECx.

1.7 ПРЕДСТАВЯНЕ НА ИЗПИТВАНЕТО

1.7.1 Условия на експозиция

1.7.1.1 Tретиране и контрол

Ако се изпитват агрохимикали, почвата се разделя на три части с еднаква маса. Двете части се смесват с носителя, съдържащ продукта, а другата част се смесва с носителя, който не съдържа продукта (контрола). Препоръчва се използването на минимум три успоредни проби както за третирани така и за нетретираната почви. Ако не се изпитват агрохимикали, почвата се разделя на шест части с еднаква маса. Пет от частите се смесват с носителя, съдържащ изпитваното вещество, а шестата част се изпитва с носителя, не съдържащ химикала. Препоръчва се използването на три успоредни проби както за  третираните проби така и за контролата. Трябва да се обърне внимание на осигуряването на хомогенно разпределение на изпитваното вещество в третираните почвени проби. По време на смесването трябва да бъде избягвано сбиването или слепването на почвата.

1.7.1.2 Инкубация на почвени проби
Инкубация на почвените проби може да бъде извършена по два начина: като насипни проби от всяка третирана и нетретирана почва или като серии от индивидуални и с еднаква маса подпроби от всяка третирана и нетретирана почва. Когато обаче се изпитват летливи вещества, се извършва изпитване само със серия от индивидуални подпроби. Когато се инкубират почви в насипно състояние, се приготвят големи количества от всички третирани и нетретирани почви и подпробите, които ще се анализират, се вземат от тях  при необходимост по време на изпитването. Първоначално приготвеното количество за всяко третиране и контрола зависи от големината на подпробите, броя на използваните при анализа успоредни проби и максималния очакван брой на времената за вземане на проби. Почвите, които се инкубират в насипно количество, трябва да бъдат напълно смесени (хомогенизирани) преди отделянето на подпробите. Когато почвите се инкубират като серия от индивидуални почвени проби, всяка третирана или нетретирана почвена проба в насипно количество се разделя на необходимия брой подпроби и те се използват, според необходимостта.  При експериментите, при които се очакват повече от две вземания на проби през различно време, трябва да бъдат приготвени достатъчно подпроби, за да бъдат отчетени всички успоредни проби и всички времена на вземане на пробите. Минимум три успоредни проби трябва да бъдат инкубирани при аеробни условия (виж точка 1.7.1.1). По време на всички изпитвания, трябва да бъдат използвани подходящи контейнери с достатъчно пространство в горния си край, за да се избегне възникването на анаеробни условия. Когато се изпитват летливи вещества, изпитването трябва да бъде проведено само при серия индивидуални подпроби.

1.7.1.3 Условия и продължителност на изпитването

Изпитването се провежда на тъмно при стайна температура 20±2°C. Съдържанието на влага в почвените проби трябва да бъде поддържано по време на изпитването между 40 % и 60 % oт максималната способност на почвата да задържа вода (виж точка 1.6.4.2) в обхвата ±5 %. Добавя се дестилирана, съответно дейонизирана вода, ако е необходимо. 

Минималната продължителност на изпитванията е 28 дни. Ако се изпитват агрохимикали, стойностите на образувания нитрат в третираните и контролните проби се сравняват. Ако те се различават с повече от 25 % на 28-ия ден, изпитването продължава, докато се получи разлика, равна или по - малка от 25 %, като продължителността е максимум 100 дни.. Ако не се изпитват агрохимикали, изпитването завършва след 28 дни. На 28-ия ден се определят количествата на нитрата в третираните и контролните почвени проби и се изчисляват стойностите на ECx.

1.7.2 Вземане на проби и анализ на почви

1.7.2.1 Схема за вземане на почвени проби
Ако се изпитват агрохимикали, почвените проби се анализират за нитрат на 0-ия, 7-ия, 14-ия и 28-ия ден. Ако е необходимо удължаване на изпитването, трябва да бъдат направени допълнителни измервания през 14- дневни интервали след 28-ия ден. 

Ако не се изпитват агрохимикали, се използват минимум пет изпитвани концентрации и почвените проби се анализират за нитрати в началото (ден 0) и в края на периода на експозиция (28-ия ден).  Може да бъде направено междинно измерване, напр. на 7-ия ден, когато е необходимо. Данните, получени на 28-ия ден, се използват за определяне стойността на EСx за химикала. При желание, данните от 0-ия ден на контролните проби също могат да бъдат използвани за оценяване на първоначалното количество на нитрата в почвата.

1.7.2.2 Анализ на почвените проби

Количеството на образувания нитрат се определя за всяка третирана и контролна успоредна  проба за времето на вземане на всяка проба. Нитратът се екстрахира от почвата чрез разклащане на пробите и подходящи екстрахиращ разтворител, напр. 0,1 М разтвор на калиев хлорид. Препоръчва се количество от 5 ml разтвор на KCl на грам сухо тегло почвен еквивалент. За оптимално екстрахиране, контейнерите, в които се намират почвата и екстрахиращия разтвор, трябва да не бъдат по - пълни от половината им обем. Смесите се разклащат при 150 rpm в продължение на 60 минути. После смесите се ценрофугират или филтрират и течните фази се анализират за нитрат. Течните екстракти, освободени от твърди частици, могат да бъдат съхранявани преди анализ при минус 20 ± 5 °C за период до шест месеца.

2. ДAННИ

2.1 ОБРАБОТВАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Ако се изпитват агрохимикали, количеството на образувания нитрат трябва да бъде записано за всяка успоредна почвена проба, а средните стойности от всички успоредни проби трябва да бъдат представени в таблична форма. Стойностите на азотната трансформация трябва да бъдат оценявани чрез подходящи и общоприети статистически методи (напр. F-метод, 5 % ниво на значимост). Количествата на образувания нитрат се изразяват в mg нитрат/ kg сухо тегло почва/ ден. Стойността на получения нитрат при всяко третиране се сравнява с това на контролата и се изчислява процентното отклонение от контролата. 

Ако изпитванията не са проведени с агрохимикали,  количеството на образувания нитрат се определя за всяка успоредна проба и се изготвя крива доза-отговор за оценка на стойностите на EСx. Количествата на нитрата (т.e. mg нитрат/kg сухо тегло почва), открити в третираните проби след 28 дни, се сравняват с тези в контролите. От тези данни се изчисляват %-те стойности на задържане за всяка изпитана концентрация. Teзи проценти се разпределят спрямо концентрацията и се използват статистически процедури за изчисляване на стойностите на ECx. Доверителните интервали  (p = 0.95) за изчислените ECx също се определят, чрез използване на стандартни процедури (10)(11)(12).

Изпитвани вещества, които съдържат големи количества азот, могат да допринесат за образуването на нитрат по време на изпитването. Ако тези вещества се изпитват при висока концентрация (напр. химикали, които се очаква да бъдат използвани при повтарящи се апликации), в изпитването трябва да бъдат включени и подходящи контроли (т.e. почва плюс изпитвано вещество, но без растително брашно). Данните от тези контроли трябва да бъдат използвани при изчисленията на ECx.

2.2 ИНТЕРПРЕТИРАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

При оценяване на резултатите от изпитванията с агрохимикали, когато разликата между стойностите на образувания нитрат при третиране с по-ниската доза (т.e. максималната предвиждана концентрация) и контролата е по-малка или равна на 25 % по всяко време на веземане на проби след 28-ия ден, продуктът може да бъде оценен като непритежаващ дълготрайно влияние върху азотната трансформация в почвите. Когато се оценяват резултати от изпитвания с химикали, различни от агрохимикалите, се използват стойностите на EC50, EC25 и/ или EC10.
3. ОТЧИТАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

3.1 ПРОТОКОЛ ОТ ИЗПИТВАНЕТО

Протоколът от изпитването трябва да съдържа следната информация:

Пълно идентифициране на използваната почва, което включва:

— географско положение на мястото (географска ширина, географска дължина);

— историческа информация за мястото (т.e. растителна покривка, третиране с продукти за растителна защита, третиране с торове, инцидентно замърсяване и др.);

— използвани образци (напр. земеделска почва, гора, и др.);
— дълбочина на вземане на пробата (cm);

— съдържание на пясък/тиня/глина (% сухо тегло);

— pH (във вода);

— съдържание на органичен въглерод (% сухо тегло);

— съдържание на азот (% сухо тегло);

— начална нитратна концентрация (mg нитрат/kg сухо тегло);

— способност за катионен обмен (mmol/kg);

—микробиална биомаса в процентно съотношение с общия органичен въглерод;

—източници на използваните методи за определянето на всеки параметър;

— цялата информация, свързана със събирането и съхранението на почвени проби;

— подробности за предварителната инкубация на почвата, когато е необходимо.

Изпитвано вещество:

— физично състояние и, където е подходящо, физико-химични свойства;

— данни за идентичността на химикала, където е подходящо, включително структурна формула, чистота (т.e. за продукти за растителна защита - процента на активното вещество), съдържание на азот.
Субстрат:

— източник на субстрата;

— състав (т.e. люцерна, люцерна смесена със зелена трева);

— съдържание на азот и въглерод (% сухо тегло);

— размер на ситото (mm).

Условия на изпитването:

— подробности за обогатяването на почвата с органичен субстрат;

— брой на използваните концентрации на изпитваното вещество и, където е подходящо, обосноваване на избраните концентрации;

— подробности за прилагането на изпитваното вещество в почвата;

— инкубационна температура;

— съдържание на влага в почвата при започване и по време на изпитването;

— метод на инкубация на използваната почва (т.e. в насипно количество или като серия от индивидуални почвени подпроби);

— брой на успоредни почвени проби;

— времена на вземане на пробите;

— използван метод за екстрахиране на нитрата от почвата.

Резултати:

— аналитична процедура и оборудване, използвани при анализа на нитрата;

— таблични данни, включващи индивидуални и средни стойности от измерванията на нитрата;

— отклонения между третираните успоредни и контролните проби;

— обяснения на направените корекции в изчисленията, ако е подходящо;

— процентни отклонения в стойностите на образувания нитрат за времето на всяка проби или, ако е подходящо, EC50 с 95 % доверителна граница, други ECx (т.e. EC25 или EC10) с доверителни интервали, и графика на кривата доза-отговор;

— статистическо обработване на резултатите;

· цялата информация и наблюдения, подпомагащи интерпретирането на резултатите.
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C.22. ПОЧВЕНИ МИКРООРГАНИЗМИ - ИЗПИТВАНЕ НА ВЪГЛЕРОДНАТА ТРАНСФОРМАЦИЯ

1. METОД
Tози метод е идентичен с OECD TG 217 (2000).
1.1 ВЪВЕДЕНИЕ
Методът за изпитване е предназначен за лабораторни анализи, на дългосрочните потенциални ефекти от еднократна експозиция на продуктите за растителна защита и други възможни химикали върху активността на преобразуването на въглерода от почвените микроорганизми. Изпитването принципно се основава на Препоръките на Европейската и Средиземноморската организация за защита на растенията (1)но са взети предвид и други указания, включително тези на Немският Национален Биологичен Институт (2), Американската Агенция за защита на околната среда (3) и SETAC (4), също са взети предвид. Семинарът на OECD за избор на Почви/Седименти, проведен в Belgirate, Италия, през 1995 г. (5) приема броя и типа на почвите, използвани при това изпитване. Препоръките за събиране, обработване и съхранение на почвената проба се основават на Ръководството на ISO (6) и препоръките от семинара в Belgirate. 
За оценката на токсичните характеристики на изпитваните вещества, може да бъде необходимо определянето на ефектите върху микробната активност на почвата, напр. когато са необходими данни за потенциалните странични ефекти върху почвената микрофлора от продуктите за растителна защита, или когато се очаква експозиция на почвените микроорганизми от химикали, които не са продукти за растителна защита. Изпитването за въглеродна трансформация се провежда, за да се определят ефектите от такива химикали върху почвената микрофлора. Ако се изпитват агрохимикали (напр. продукти за растителна защита, торове, химикали за защита на горите), се провежда изследване едновременно на азотна и въглеродна трансформации. Ако не се изпитват агрохимикали, достатъчно е изпитването за азотна трансформация. Когато при тези химикали стойностите на EC50 при изпитването на азотната трансформация, попадат в обхвата, установен за  наличните на пазара нитрификационни инхибитори (напр. нитрапирин), трябва да се проведе изпитване на въглеродната трансформация, зa да се събере повече информация.

Почвите се  състоят от живи и неживи компоненти, които съществуват в комплексни и хетерогенни смеси. Микроорганизмите играят важна роля в разграждането и трансформирането на органичната материя в плодородни почви, като различните видове способстват по различен начин за почвеното плодородие. Всяко дългосрочно влияние върху тези биохимични процеси, по всяка вероятност, може да окаже влияние на хранителния цикъл, а това би могло да измени плодородието на почвата. Във всички плодородни почви се извършват трансформации на азота и въглерода. Въпреки, че микробните съобщества в различните почви отговарят различно на тези процеси, начините на трансформация, в основата си, са едни и същи. 
Този метод за изпитване е предназначен за откриване на дългосрочните неблагоприятни ефекти от вещество, в хода на въглеродна трансформация при почви с аеробна повърхност. Методът е чувствителен към промени в размера и активността на микробните съобщества, отговорни за въглеродната трансформация, тъй като тези съобщества са зависими едновременно от въздействието на химикала и от въглеродно “гладуване”. Използва се пясъчна почва с ниско съдържание на органична материя. Tази почва се третира с изпитваното вещество и се инкубира при условия, позволяващи бърз микробен метаболизъм. При тези условия, източниците на лесно достъпен въглерод в почвата бързо се изчерпват. Това причинява въглеродното “гладуване”, което едновременно убива микробните клетки и предизвиква латентност (летаргия) и/ или спорообразуване. Ако изпитването продължи повече от 28 дни, сумата от тези реакции може да бъде измерена в контролите(нетретирани почви) като прогресивна загуба на метаболитно активната микробна биомаса (7). Ако биомасата във въглеродно- повлияните почви, при условията на провеждане на експеримента, е повлияна от присъствието на химикал, тя вероятно не може да бъде върната отново на същото ниво като контролата. Следователно смущенията, причинени от изпитваното вещество, във всеки един момент от време, през периода на провеждане на експеримента, често продължават до края на изпитването. 
Изпитванията, въз основа на които е разработен този метод, са били предназначени предимно за вещества, за които може да се предвиди количеството, до което те достигат в почвата.Такъв е случаят, например, с продуктите за растителна защита, за които е известна дозата на прилагане на полето. За агрохимикали е достатъчно изпитване с две дози, съответстващо на очакваната или предполаганата доза на прилагане. Агрохимикалите могат да бъдат изпитвани като активни вещества или като формулации. Изпитването не се ограничава само до химикали с предвидими концентрации в околната среда. Чрез промяна едновременно на количествата на изпитваното вещество, прилагано върху почвата, и на начина, по който се оценяват данните, изпитването може също да бъде приложено при химикали, за които не е известно количеството, което се очаква те да достигнат в почвата. По такъв начин се определят ефектите от въглеродна трансформация при серия концентрации на химикали, които не са агрохимикали. Данните от тези изследвания се използват за изготвянето на кривата доза- отговор и  за изчисляване на стойностите на ECx, където x е определения в %  ефект.

1.2 ОПРЕДЕЛЕНИЯ
Въглеродна трансформация е разграждането от микроорганизми на органична материя до образуване на неорганичния краен продукт въглероден диоксид.
ECx (Eфективна концентрация) е концентрацията на изпитваното вещество в почвата, която води до x процента задържане на трансформацията на въглерода във въглероден диоксид.
EC50 (Средна ефективна концентрация) е концентрацията на изпитваното вещество в почвата, която води до 50 процента (50 %) задържане на трансформацията на въглерода във въглероден диоксид.
1.3 ВЕЩЕСТВА ЗА СРАВНЕНИЕ
Няма.
1.4 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ
Пресятата почва се третира с изпитваното вещество, или остава нетретирана  (контрола). Ако се изпитват агрохимикали, се препоръчват минимум две концентрации за изпитване и те трябва да бъдат избрани във връзка с най- високата очаквана концентрация в почвата на полето. След 0-ия, 7-ия, 14 –я ден и 28-я ден от инкубирането, пробите с третираните и контролните почви се смесват с глюкоза и се измерват  нивата на глюкозно- предизвиканото дишане за 12-часов непрекъснат интервал от време. Дихателните нива се изразяват като отделен въглероден диоксид (mg въглероден диоксид/kg суха почва/час) или погълнат кислород (mg кислород/ kg почва/час). Средното дихателно ниво в третираните почвени проби се сравнява с това в контролите и се изчислява процентното отклонение на третираните и контролите проби. Всички изпитвания продължават минимум 28 дни. Ако на 28-я ден разликите между третираните и нетретираните почви са по- големи или равни на 25 %, измерванията продължават на 14- дневни интервали в продължение на  максимум 100 дни. Ако се изпитват химикали, които не са агрохимикали, в почвените проби се добавят серия от концентрации на изпитваното вещество и след 28 инкубационни дни се измерват нивата на глюкозно- предизвиканото дишане (т.e. средното количество на образувания въглероден диоксид или погълнатия кислород). Резултатите от изпитванията със сериията от концентрации се анализират чрез използване на регресионен модел и се изчисляват стойностите на ECx (т.e. EC50, EC25 и/или EC10). Виж определенията.
1.5 ВАЛИДИРАНЕ НА ИЗПИТВАНЕТО
Оценяването на резултатите от изпитването с агрохимикали, се основава на относително малки разлики (т.e. средна стойност ± 25 %) между отделяния въглероден диоксид или погълнатия кислород в (или чрез) контролните и третираните почвени проби, като трябва да се има предвид, че големи отклонения в контролите могат да доведат до погрешни резултати. Следователно, отклонението между успоредните контролни проби трябва да бъде по- малко от ± 15 %.

1.6 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.6.1 Aпаратура

Използват се контейнери за изпитване, направени от химически инертен материал. Te трябва да бъдат с подходящ капацитет, в съответствие с използваната процедура за инкубиране на почви, т.e. инкубиране в насипно състояние или в серия от индивидуални почвени проби (виж точка 1.7.1.2). Трябва да бъде обърнато внимание едновременно на минимизирането на водните загуби и на невъзпрепятствания обмен на газове по време на изпитването (напр. изпитваните контейнери могат да бъдат покрити с перфорирано полиетиленово фолио). Когато се изпитват летливи вещества, трябва да бъдат използвани запечатващи се и газонепропускливи контейнери. Те трябва да бъдат с такъв размер, че приблизително една четвърт от техния обем да е пълна с почвената проба. 
За определяне на глюкозно-предизвиканото дишане, са необходими инкубационна система и инструменти за измерване на образувания въглероден диоксид или погълнатия кислород. Примери за такива системи и инструменти могат да бъдат намерени в литературата (8) (9) (10) (11).

1.6.2 Избор и брой на почвените проби
Използва се една единствена почвена проба. Препоръчва се почвата да има характеристики, както следва:

— съдържание на пясък: не по-малко от 50 % и не повече от 75 %;

— pH: 5.5-7.5;

— съдържание на органичен въглерод: 0.5-1.5 %;

· микробната биомаса трябва да измерена (12)(13) и нейното въглеродно съдържание трябва да бъде минимум 1 % oт общия органичен въглерод в почвата. 

В повечето случаи, почва с такива характеристики представлява най-лошия случай тъй като адсорбцията на изпитвания химикал е минимална, а наличността му в микрофлората е максимална. В тази връзка обичайно не е необходимо провеждането на изпитвания с други почви. Въпреки това, при определени обстоятелства, напр. когато се очаква основната употреба на изпитваното вещество да е за определени почви, такива като кисели горски почви или при изпитване на електростатично заредени химикали, може да бъде необходимо използването на допълнителна почва.
1.6.3 Cъбиране и съхранение на почвени проби
1.6.3.1 Cъбиране
Трябва да има налична подробна информация за историята на мястото в полето, от където е взета почва за изпитване. Подробностите включват: точно местоположение, растителна покривка, дати на третиране с продукти за растителна защита, обработване с органични и неорганични торове, прибавяне на биологични материали или инцидентни замърсявания. Избраното място за вземане на почва трябва да позволява дългосрочна употреба. Постоянни пасища, поля с едногодишни зърнени култури (с изключение на царевицата) или гъсто засяти зелени торища са подходящи за вземане на проби. Избраните места за вземане на проби не трябва да са били третирани с продукти за растителна защита поне една година преди вземането на пробите. Също така, никакви органични торове не трябва да са прилагани noне шест месеца преди това. Употребата на минерални торове е разрешена само, когато това се изисва за посевите, като почвени проби не трябва да се вземат поне три месеца след използването на такива торове. Използването на почва, третирана с торове с известна биоцидни ефекти (напр. калциев цианамид), трябва да се избягва. 
Вземането на проби се избягва през или непосредствено след дълги (повече от 30 дни) периоди на засушаване или наводняване. Проби от разорани почви трябва да се вземат на дълбочина от 0 до 20 cm. При зелени площи (пасища) или други почви, които не са били разоравани дълги периоди от време (поне един растежен сезон), максималната дълбочина за вземане на проби може да бъде малко повече от 20 cm (напр. дo 25 cm). Почвените проби трябва да се транспортират в контейнери при определена температура. Тези условия гарантират, че първоначалните свойства на почвата не са значително изменени.
1.6.3.2 Съхранение

Препоръчва се използването на прясно събрани почвени проби. Ако съхраняването в лабораторни условия не може да бъде избегнато, почвите могат да бъдат съхранявани на тъмно при 4 ± 2 °C в продължение максимум на три месеца. По време на съхраняването на почвите, трябва да бъдат осигурени аеробни условия. Ако почвите са събрани от области, където са замръзнали през поне три месеца в годината, те могат да бъдат съхранени за шест месеца при минус 18 °C. Микробната биомаса на съхраняваната почва се измерва, преди всеки експеримент и съдържанието на въглерод в биомасата трябва да бъде поне 1 % oт общото съдържание на органичен въглерод в почвата (виж точка 1.6.2).

1.6.4 Обработване и подготовка на почвата преди изпитването

1.6.4.1 Предварителна инкубация

Ако почвата е била съхранявана (виж точки 1.6.4.2 и 1.7.1.3), се препоръчва предварителна инкубация за период от 2 до 28 дни. Teмпературата и съдържанието на влага в почвата при предварителната инкубация трябва да бъдат подобни на използваните при изпитването (виж точки 1.6.4.2 и 1.7.1.3).

1.6.4.2 Физико-химични характеристики
Почвата ръчно се почиства от големи предмети (напр. камъни, части от растения и др.) с последващо извличане на влагата, без прекомерно изсушаване, до размер на частиците, по-малък или равен на 2 mm. Съдържанието на влага в почвената проба трябва да бъде регулирано с дестилирана или дейонизирана вода до стойност между 40 % и 60 % oт максималната способност за задържане на вода.
1.6.5 Подготовка на изпитваното вещество за прилагане в почвата

Изпитваното вещество обикновено се прилага чрез използване на носител. Носителят може да бъде вода (за водоразтворими вещества) или инертно твърдо вещество, като фин кварцов пясък (размер на частиците: 0.1-0.5mm). Употребата на течни носители, различни от вода (напр. органични разтворители, такива като ацетон, хлороформ), трябва да бъде избягвана, тъй като те могат да увредят микрофлората. Ако като носител са използва пясък, той може да бъде покрит с разтвореното или суспендирано в подходящ разтворител изпитвано вещество. В такива случаи, разтворителят трябва да бъде отстранен чрез изпаряване, преди смесването с почва. За оптимално разпределение на изпитваното вещество в почвата, се препоръчва съотношението пясък/почва да е  10 g пясък на килограм почва (сухо тегло). Контролните проби се третират само с еквивалентни количества вода и/ или кварцов пясък. 
Когато се изпитват летливи химикали, при провеждането на експеримента трябва да бъдат избегнати загубите и експериментът трябва да бъде  проведен при осигурено хомогенно разпределение в почвата (напр. изпитваното вещество трябва да бъде впръскано/ вкарано в почвата на няколко места).

1.6.6 Изпитвани концентрации
Ако се изпитват агрохимикали или други химикали с предвидими концентрации в околната среда, трябва да се използват минимум две концентрации. По- ниската концентрация трябва да  съответства най-малко на максималното количество, което се очаква да се достигне в почвата при условията на експеримента, докато по- високата концентрация трябва да бъде кратна на по- ниската концентрация. Концентрациите на изпитваното вещество, добавяно към почвата, се изчисляват като се приема, че има еднакво смесване в дълбочина от 5 cm и плътност на насипната почва 1.5. 

За агрохимикали, които се прилагат директно в почвата, или за химикали, за които може да бъде предвидено достигнатото количество в почвата, се препоръчва като изпитвани концентрации да се използват максималната очаквана концентрация в околната среда (PEC) и петкратно  по- висока концентрация. 

Веществата, които се очаква да бъдат прилагани в почвата няколкократно за един сезон, трябва да бъдат изпитвани при концентрации, получени от умножението на PEC и очаквания максимален брой прилагания. По - високата концентрация не трябва да превишава с повече от десет пъти стойността на максималнато еднократно прилагано ниво. 
Ако не се изпитват агрохимикали, се използват геометрични серия от поне пет концентрации. Изпитваните концентрации трябва да покриват обхвата, необходим за определянето на стойностите на ECx.

1.7 ПРОВЕЖДАНЕ НА ИЗПИТВАНЕТО
1.7.1 Условия на експозиция

1.7.1.1 Tретиране и контрол
Ако се изпитват агрохимикали, почвата се разделя на три части с еднаква маса. Двете части се смесват с носителя, съдържащ продукта, а другата част се смесва с носителя, който не съдържа продукта (контрола). Препоръчва се използването на минимум три успоредни проби както за третирани така и за нетретираната почви. Ако не се изпитват агрохимикали, почвата се разделя на шест части с еднаква маса. Пет от пробите се смесват с носителя, съдържащ изпитваното вещество, а шестата проба се изпитва с носителя, не съдържащ химикала. Препоръчва се използването на три успоредни проби както за  третираните проби така и за контролата. Трябва да се обърне внимание на осигуряването на хомогенно разпределение на изпитваното вещество в третираните почвени проби. По време на смесването трябва да бъде избягвано сбиването и слепването на почвата.
1.7.1.2 Инкубация на почвени проби
Инкубация на почвените проби може да бъде извършена по два начина: като насипни проби от всяка третирана и нетретирана почва или като серия от индивидуални и с еднаква маса подпроби от всяка третирана и нетретирана почва. Когато обаче се изпитват летливи вещества, се извършва изпитване само със серия от индивидуални подпроби. Когато се инкубират почви в насипно състояние, се подготвят големи количества от всички третирани и нетретирани почви и подпробите, които ще се анализират, се вземат от тях  при необходимост по време на изпитването. Първоначално приготвеното количество за всяко третиране и контрола зависи от големината на подпробите, броя на използваните при анализа успоредни проби и максималния очакван брой на времената за вземане на проби. Почвите, които се инкубират в насипно количество, трябва да бъдат напълно смесени (хомогенизирани) преди отделянето на подпробите.  Когато почвите се инкубират като серия от индивидуални почвени проби, всяка третирана или нетретирана почвена проба в насипно количество се разделя на необходимия брой подпроби и те се използват, според необходимостта. При експериментите, при които се очакват повече от две вземания на проби през различно време, трябва да бъдат приготвени достатъчно подпроби, за да бъдат отчетени всички успоредни проби и всички времена на вземане на проби. Минимум три успоредни проби трябва да бъдат инкубирани при аеробни условия (виж точка 1.7.1.1). По време на всички изпитвания, трябва да бъдат използвани подходящи контейнери с достатъчно пространство в горния си край, за да се избегне възникването на анаеробни условия. Когато се изпитват летливи вещества, изпитването трябва да бъде проведено само при серия индивидуални подпроби.

1.7.1.3 Условия и продължителност на изпитването

Изпитването се провежда на тъмно при стайна температура 20 ± 2°C. Съдържанието на влага в почвените образци трябва да бъде поддържано по време на изпитването между 40 % и 60 % oт максималната способност на почвата да задържа вода (виж точка 1.6.4.2) в обхвата ± 5 %. Добавя се дестилирана, съответво дейонизирана вода, ако е необходимо. 
Минималната продължителност на изпитванията е 28 дни. Ако се изпитват агрохимикали, количествата на отделения въглероден диоксид или на погълнатия кислород в третираните и контролните проби се сравняват. Ако те се различават с повече от 25 % на 28-ия ден, изпитването продължава, докато се получи разлика,  равна или по- малка от 25 %, като продължителността е максимум  100 дни. 
Ако не се изпитват агрохимикали, изпитването завършва след 28-ия ден. На 28-ия ден се определя количеството на отделения въглероден диоксид или на погълнатия кислород в третираните и контролните почвени проби и се изчисляват стойностите на ECx.

1.7.2 Вземане на проби и анализ на почви

1.7.2.1 Схема за вземане на почвени проби

Ако се изпитват агрохимикали, почвените проби се анализират за нива на  глюкозно- предизвиканото дишане на 0-ия, 7-ия, 14-ия и 28-ия ден. Ако е необходимо удължаване на изпитването, трябва да бъдат направени допълнителни измервания през 14- дневни интервали след 28-ия ден. 
Ако не се изпитват агрохимикали, се използват поне пет изпитвани концентрации и почвените проби се анализират за  глюкозно- предизвиканото дишане в началото (ден 0) и в края на периода на експозиция (28 ден).  Може да бъде направено междинно измерване, напр. на 7-я ден, ако е необходимо. Данните, получени на 28-ия ден, се използват за определяне стойността на EСx за химикала. При желание, данните от 0-ия ден на контролните проби също могат да бъдат използвани за оценяване на първоначалното количество на метаболитно - активната микробиална биомаса в почвата (12).

1.7.2.2 Измерване на нивата на глюкозно- предизвиканото дишане

Нивото на глюкозно- предизвиконато дишане се определя за всяка третирана и контролна успоредна проба  за времето на вземане на всяка проба. Почвените проби се смесват с допълнително количество глюкоза, за да се предизвика незабавен максимален дихателен отговор. Количеството глюкоза, необходимо за предизвикването на максимален дихатнелен отговор от дадена почва, може да бъде определено при предварителни изпитвания, чрез използването на серия глюкозни концентрации (14). Въпреки това, при пясъчни почви с 0.5-1.5 % органичен въглерод, обикновено са достатъчни от 2 000 mg до 4 000 mg глюкоза за kg сухо тегло почва,. Глюкозата може да бъде стрита на пудра с чист кварцов пясък (10 g пясък/kg сухо тегло почва) и хомогенно смесена с почва. 
Допълнените с глюкозата почвени проби се инкубират в подходяща апаратура за измерване на дихателните нива или непрекъснато на всеки час, или на всеки два часа (виж точка 1.6.1) при 20 ± 2 °C. Отделянето на въглероден диоксид или поглъщането на кислород се измерва в продължение на 12 поредни часа и измерванията трябва да започнат, колкото е възможно, по- рано, т.e. в рамките на 1 дo 2 часа след прибавянето на глюкозата. Общото количество на отделения въглероден диоксид или поглънатия кислород през тези 12 часа се измерва и се определят средните дихателни нива.
2. ДAННИ
2.1 ОБРАБОТВАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Ако се изпитват агрохимикали, отделяният въглероден диоксид или погълнатият кислород се записват за всяка успоредна почвена проба, а средните стойности на всички успоредни проби трябва да бъдат представени в таблична форма. Резултатите трябва да бъдат оценявани чрез подходящи и общоприемливи статистически методи (напр. F-метод, 5% ниво на значимост). Нивата на глюкозно- предизвиканото дишане се изразяват в mg въглероден диоксид/ kg сухо тегло почва/ час или mg кислород/ сухо тегло почва/ час. Средното ниво на образувания въглероден диоксид или средното ниво на погълнатия кислород при всяко третиране се сравнява с това на контролата и се изчислява процентното отклонение от контролата.
Ако изпитванията не са проведени с агрохимикали,  количеството на отделения въглероден диоксид или на погълнатия кислород се определя за всяка успоредна проба и се изготвя крива доза-отговор за оценка на стойностите на EСx. Нивата на глюкозно- предизвиканото дишане (т.e. mg въглероден диоксид/ kg сухо тегло почва/ час или mg кислород/ сухо тегло почва/ час), открити в третираните проби след 28 дни, се сравняват с тези, открити в контролите. От тези данни се изчисляват %-те стойности на задържане за всяка изпитана концентрация. Teзи проценти се разпределят спрямо концентрацията и се използват статистически процедури за изчисляване на стойностите на ECx. Доверителните граници (p = 0.95) за изчислените ECx също се определят, чрез използване на стандартни процедури (15)(16)(17).

2.2 ИНТЕРПРЕТИРАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ
При оценяване на резултатите от изпитванията с агрохимикали, когато разликата между дихателните нива при третиране с по-ниската доза (т.e. максималната предвиждана концентрация) и контролата е по-малка или равна на 25 % по всяко време за вземане на проби след 28-ия ден, продуктът може да бъде оценен като непритежаващ дълготрайно влияние върху трансформацията на въглерода в почвите. Когато се оценяват резултати от изпитвания с химикали, различни от агрохимикалите, се използват стойностите на EC50, EC25 и/ или EC10.
3. ОТЧИТАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ
3.1 ПРОТОКОЛ ОТ ИЗПИТВАНЕТО

Протоколът от изпитването трябва да съдържа следната информация:
Пълно идентифициране на използваната почва, което включва:
· географско положение на мястото (географска ширина, географска дължина);

—информация за историята на мястото (т.e. растителна покривка, третиране с продукти за защита на зърнените култури, третиране с торове, аварийно замърсяване и др.);

— употреба на образци (напр. земеделска почва, гора, и др.);
— дълбочина на вземане на пробата (cm);
— съдържание на пясък/ тиня/ глина (% сухо тегло);

— pH (във вода);

— съдържание на органичен въглерод (% сухо тегло);

— съдържание на азот (% сухо тегло);

— способност за катионен обмен (mmol/kg);
— начална микробна биомаса в процентно съотношение с общия органичен въглерод;

— източници на използваните методи за определянето на всеки параметър;

— цялата информация, свързана със събирането и съхранението на почвени проби;

— подробности за предварителната инкубация на почвата, ако има.

Изпитвано вещество:

— физично състояние  и, където е подходящо, физико-химични свойства;

— данни за идентичността на химикала, където е подходящо, включително структурна формула, чистота (т.e. за продукти за раститална защита- процента на активното вещество), съдържание на азот.
Условия на изпитването:

— подробности за обогатяването на почвата с органичен субстрат;
— брой на използваните концентрации изпитваното вещество и, където е подходящо, обосноваване на избраните концентрации;

— подробности за прилагането на изпитваното вещество в почвата;

— инкубационна температура;
— съдържание на влага в почвата при започване и по време на изпитването;

— метод на инкубация на използваната почва (т.e. в насипно количество или като серия от индивидуални почвени подпроби);

— брой на успоредните почвени проби;

— времена при вземане на пробите.

Резултати:

— използвани метод и оборудване за измерване на дихателни нива;

— таблични данни, включващи индивидуални и средни стойности за количествата на въглеродния диоксид или кислорода;

— отклонения между третираните успоредни и контролни проби;

— обяснения на направените корекции в изчисленията, ако е подходящо;

— процентни отклонения в нивата на глюкозно- предизвиканото дишане за всяко време на вземане на проби или, ако е подходящо, EC50 с 95 % доверителна граница, други ECx (т.e. EC25 или EC10) с доверителни интервали, и графика на кривата доза-отговор;

— статистическо обработване на резултатите, където е подходящо;

· цялата информация и наблюдения, подпомагащи интерпретирането на резултатите.
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C.23. AEРОБНА И АНАЕРОБНА ТРАНСФОРМАЦИЯ В ПОЧВИ

1. METOД

Tози метод е идентичен с OECD TG 307 (2002)
1.1 ВЪВЕДЕНИЕ
Tози метод за изпитване се основава на съществуващите ръководства (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9). Методът е предназначен за оценяване на аеробната и анаеробната трансформация на химикали в почви. Провеждането на експериментите има за цел да се определи (i) скоростта на трансформация на изпитваното вещество, и (ii) вида и скоростта на образуване и разграждане на продуктите от трансформацията, на които растителните и почвени организми могат да бъдат изложени. Такива изпитвания се изискват за химикали, които директно се прилагат в почвата или които е вероятно да достигнат до почвата. Резултатите от такива лабораторни изследвания могат да бъдат използвани при разработване на протоколи за пробовземане и анализ при подобни полеви изследвания. 

Aeробни и анаеробни изпитвания с един тип почва, обикновено са достатъчни за оценяване на пътищата на трансформация (8)(10)(11). Скоростта на трансформация трябва да бъдат определени най-малко при три допълнителни почви (8)(10). 

Семинарът на OECD за избор на почви и седименти, проведен в Belgirate, Италия през 1995 г. (10) приема броя и типа на почвите, използвани при това изпитване. Типовете изпитвани почви трябва да бъдат представителни за условията на околната среда, в които химикалите ще се използват  или ще се отделят. Например химикали, които могат да да бъдат отделят при условията на субтропичен до тропичен климат трябва да бъдат изпитвани с Ferrasols или Nitosols (FAO система). На семинара също са представени препоръки, основани на Ръководството на ISO (15) за събиране, обработване и съхранение на почвените проби. В този метод се приема също използването на почви от оризища.
1.2 ОПРЕДЕЛЕНИЯ
Изпитвано вещество - всяко вещество, независимо от това, дали е изходно съединение или съответен продукт от трансформацията.
Продукти от трансформацията - всички вещества, получени в резултат на реакциите при  биотични и абиотични трансформации на изпитваното вещество, включително CO2 и продуктите, които са в свързаните остатъчни количества.

Свързани остатъчни количества - съединения в почвата, растенията или животните, които остават в матрикса под формата на изходно вещество или негов метаболит(и)/трансформационни продукт/и, получени след екстрахиране. Методът за екстрахиране не трябва съществено да изменя самите съединения или структурата на матрикса. Би могло частично да се изясни характера на връзката чрез прилагане на екстракционни методи с промяна на матрикса и на сложни аналитични техники. Например, по този начин се идентифицират ковалентни, йонни и сорбционни връзки, а така също и връзките в комплексните съединения. Най- общо, образуването на свързани остатъчни количество намалява значително биологичния достъп и биологичната наличност (12) [изменено от IUPAC 1984 (13)].
Aeрoбна трансформация - реакциите протичат в присъствието на молекулен кислород (14).
Aнaeробна трансформация - реакциите протичат в отсъствието на молекулен кислород (14).
Почва - смес от минерални и органични химични съставки\ компоненти, които съдържат съединения с високо съдържание на въглерод и азот в тях  и с високи молекулни маси, и е населена с малки (предимно микро-) oрганизми.
Почвата може да бъде третирана в две състояния:
(a) необработено, като тя се разработва с времето, в определени пластове на различните типове почви;
(б) обработено, като тя се намира обикновено в разораните площи или когато пробите са взети чрез разкопаване и се използват в този метод за изпитване (14).
Минерализация - пълното разграждане на органично съединение до CO2 и H2O при аеробни условия, и до CH4, CO2 и H2O при анаеробни условия. В контекста на този метод за изпитване, когато се използва съединение, което е белязано с 14C, минерализация означава пълното разграждане, по време на което белазян въглероден атом се окислява, при което се отделя съответното количество14CO2 (14).

Време на полуживот t0.5 - времето, при което изпитвано вещество се трансформира 50 %, когато трансформацията може да бъде описана чрез кинетика от първи порядък. То не зависи от концентрацията.

DT50 (Време на разграждане 50) - времето, за което концентрацията на изпитваното вещество намалява с 50 %; То е различно от времето на полуживот t0.5, тъй като трансформацията не следва кинетика от първи порядък.

DT75 (Време на разграждане 75) - времето, за което концентрацията на изпитваното вещество намалява с 75 %.

DT90 (Време на разграждане 90) - времето, за което концентрацията на изпитваното вещество намалява с 90 %.

1.3 ВЕЩЕСТВА ЗА СРАВНЕНИЕ
За охарактеризиране и/ или идентифициране на продуктите от трансформацията, трябва да бъдат използвани вещества за сравнение чрез съответните спектроскопски и хроматографски методи.

1.4 ПРИЛОЖИМОСТ НА ИЗПИТВАНЕТО
Този метод е приложим за всички химични вещества (небелязани или с белязан радиоактивен изотоп), за които има аналитичен метод с достатъчна точност и чувствителност. Той е приложим за слаболетливи, нелетливи, водоразтворими или водонеразтворими съединения. Изпитването не трябва да бъде прилагано за химикали, които са силно летливи при прилагане върху почви (напр. фумиганти, органични разтворители) и поради това, не биха могли до бъдат запазени в почвата при експерименталните условия на това изпитване.
1.5 ИНФОРМАЦИЯ ЗА ИЗПИТВАНОТО ВЕЩЕСТВО
За измерване на скоростта на трансформация могат да бъдат използвани небелязани или белязани изпитвани вещества. Необходимо е използването на маркиран материал за проследяване на пътя на трансформация и за установяване на баланса на масата. Препоръчва се маркиране с 14C, но употребата на други изотопи, като 13C, 15N, 3H, 32P, също може да бъде от полза. Дотолкова, до колкото е възможно, белязаният атом трябва да бъде поставен върху най- стабилната част(и) на молекулата (
). Изпитваното вещество трябва да бъде със степен на чистота минимум 95 %.

Преди извършване на изпитването за аеробна и анаеробна трансформация в почви, трябва да бъде осигурена следната информация за изпитваното вещество:

(a) разтворимост във вода (Meтод A.6);

(б) разтворимост в органични разтворители;

(в) парно налягане (Meтод A.4) и константата на Хенри;

(г) коефициент на разпределение n-oктанол/вода (Meтод A.8);

(д) химична стабилност на тъмно (хидролиза) (Meтод C.7);

(е) pKa, ако молекула е подложена на реакция, свързана с приемане или отнемане на протон [Ръководство на OECD 112](16). 

Друга полезна информация може да включва данни за токсичността на изпитваното вещество при почвените микроорганизми [Методи за изпитване C.21 и C.22](16).

За количествено определяне и идентифициране на изпитваното вещество и неговите продукти от трансформацията трябва да има налични аналитични методи (включително методи за екстракция и почистване).

1.6 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

Почвените проби се третират с изпитваното вещество и се инкубират на тъмно в колби биометричен вид или в проточни системи при контролирани лабораторни условия (като постоянна температура и влажност на почвата). След подходящи интервали от време, почвените проби се екстрахират и анализират за изходното вещество и за продукти от трансформацията. Летливите продукти също се събират за анализ чрез използване на подходящи абсорбционни уреди. Когато се използва материал, маркиран с 14C, могат да бъдат измерени различни степени на минерализация на изпитваното вещество чрез улавяне на отделяния 14CO2 и чрез баланс на масата, включително може да бъде установено образуването на свързани остатъчни количества в почвата.

1.7 КРИТЕРИИ ЗА КАЧЕСТВО

1.7.1 Аналитичен добив 

Екстрахиране и анализиране на най- малко две почвени проби, веднага след добавяне на изпитваното вещество дава първоначална индикация за повторяемостта на аналитичния метод и за възпроизводимостта на апликационната процедура при изпитваното вещество. Аналитичните добиви на по- късните етапи на експеримента  се представят чрез съответните баланси на масата . Аналитичните добиви трябва да бъдат в обхвата от 90 % дo 110 % за белязани химикали (8) и от 70 % дo 110 % за небелязани химикали (3).

1.7.2 Повторяемост и чуствителност на аналитичния метод 

Повторяемост на аналитичния метод (с изключение на първоначалната екстракционна ефективност) за количествено определяне на изпитваното вещество и продуктите от трансформацията може да бъде проверена чрез дублиращи анализи на един и същ почвен екстракт, инкубиран достатъчно дълъг период от време, за да се образуват продукти от трансформацията. 

Откриваемият минимум на анлитичния метод (LOD) на изпитваното вещество и на продуктите от трансформацията трябва да бъде най-малко 0.01 mg.kg-1 почва (като изпитвано вещество) или в случаите когато тази стойност е по-ниска - 1 % oт приложената доза. Трябва да бъде определена също и границата за количествено определяне на метода (LOQ).

1.7.3 Точност на данните от трансформацията

Регресионният анализ на концентрациите на изпитваното вещество като функция от времето, дава подходяща информация за точността на кривата на трансформация и позволява да се изчислят доверителните интервали на полуживота (в случай на псевдо кинетика от първи порядък) или стойностите на DT50 и, ако е подходящо, стойностите на DT75 и DT90.

1.8 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ

1.8.1 Оборудване и химични реагенти

Инкубационните системи  са статични затворени системи или подходящи  проточни системи (7)(17). На фигури 1 и 2 са показани примери на проточна апаратура, подходяща за инкубиране на почви и съответно биометричен вид колба. И двата вида инкубационни системи имат предимства и недостатъци (7)(17).

Изисква се стандартно лабораторно оборудване и по- специално:
— Аналитични инструменти, като GLC, HPLC, TLC-оборудване, включително подходяща система за анализиране на  белязяни с  радиоактивен изотоп или небелязани вещества или инверсионен метод с разреждане на изотопи;

— Инструменти, използвани за целите на идентификацията (напр. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR, и др.);

—Течен сцинтилационен брояч (детектор);

—Оксигенатор за изгаряне на радиоактивни материали;

— Центрофуга;

— Екстракционна апаратура (например центрофужни епруветки за студена екстракция и Soxhlet апаратура за продължително екстрахиране при нагряване с обратен хладник);

— Инструментариум за концентриране на разтвори и екстракти (напр. ротационен изпарител);

— Водна баня;

· Meханично смесващо устройство (напр. разбъркваща машина, ротационен миксер).
Като химични реагенти се използват, например:

— NaOH, чиста за анализ, 2 mol.dm-3, или друга подходяща основа (напр. KOH, eтаноламин);

— H2SO4, чиста за анализ, 0.05 mol.dm-3;

— Етиленгликол, чист за анализ;

— Твърди абсорбционни материали, такива като натронкалк (смес от натриев хидроксид и вар) и полиуретанови тапи;

— Органични разтворители, чисти за анализ, като ацетон, метанол и др.;

— Сцинтилационна течност.

1.8.2 Прилагане на веществото за изпитване

За прибавяне и разпределение в почвата, изпитваното вещество може да бъде разтворено във вода (дейонизирана или дестилирана) или, когато е необходимо, в минимални количества ацетон или други органични разтворители (6), в които изпитваното вещество е достатъчно разтворимо и стабилно. Въпреки това, количеството на избрания разтворител не трябва да оказва значително влияние върху микробната активност в почвата (виж точки 1.5 и 1.9.2-1.9.3). Трябва да се избягва употребата на такива разтворители, като хлороформ, дихлорметан и други халогенирани разтворители, които инхибират микробната активност. 

Изпитваното вещество може също да бъде добавено в твърд вид, напр. смесено с кварцов пясък (6) или в малка подпроба от изпитваната почва, която предварително се суши на въздух и се стерилизира. Ако изпитваното вещество се добавя с разтворител, разтворителят трябва да може да бъде изпарен преди отделената подпроба да бъде добавена към първоначалната нестерилна почвена проба.

За химикалите, чийто основен път на постъпване в почвата е чрез канализационните утайки/селско стопанска употреба, изпитваното вещество първо трябва да бъде добавено към утайката, която след това се въвежда в почвената проба (виж точки 1.9.2 и 1.9.3). 

Употребата на формулирани продукти обикновено не се препоръчва. Въпреки това, напр. при слабо разтворими изпитвани вещества, използването на формулиран материал може да бъде подходяща алтернатива.

1.8.3 Почви

1.8.3.1 Избор на почва
За определяне пътя (начина) на трансформацията, може да бъде използвана “представителна” почва; Препоръчва се да се използва пясъчна почва или наносна почва, или глина, или глинест пясък [съгласно класификацията на FAO и USDA (18)] с pH = 5.5-8.0, със съдържание на органичен въглерод 0.5-2.5 % и с микробна биомаса най- малко 1 % oт  общия органичен въглерод (10).

За установяване скоростта на трансформация трябва да бъдат използвани минимум три допълнителни типа почви, които да са представителни и да обхващат горепосочените почви. Почвите трябва да са с вариращо съдържание на  органичен въглерод, pH, съдържание на глина и микробна биомаса (10). 

Всички почви трябва да бъдат охарактеризирани, поне по отношение на състава им (% пясък, % нанос, % глина) [съгласно класификацията на FAO и USDA (18)], pH, способност за катионен обмен, органичен въглерод, насипна плътност, способност за задържане на вода (
) и микробна биомаса (само за аеробни изпитвания). Допълнителната информация за свойствата на почвата може да бъде от полза при интерпретирането на резултатите. За определянето на характеристиките на почвата, могат да бъдат използвани методите, препоръчани в литературните източници (19)(20)(21)(22)(23). Mикробната биомаса трябва да бъде определена чрез прилагане на метода на субстратно - индуцираното дишане (SIR) (25)(26) или алтернативни методи (20).

1.8.3.2 Cъбиране, обработване и съхранение на почви
Трябва да има подробна историческа информация на мястото в полето, от където е взета почвата за изпитване. Подробностите включват точно местоположение, растителна покривка, обработване с химикали, третиране с органични и неорганични торове, добавки на биологични материали или друго замърсяване. Ако почвите са третирани с изпитваното вещество или с негов структурен аналог през предходните четири години, те не трябва да бъдат използвани за изследвания на трансформацията (10)(15).

Почвата трябва да бъде прясно събрана от полето (от хоризонт A или от горния 20 cm слой) с такова водно съдържание в нея, което да улеснява пресяването. Събирането на проби от почви, различни от тези при оризови полета, трябва да бъде избягвано по време на или непосредствено след дълги периоди (> 30 дни) на засушаване, замръзване или наводняване (14). Почвите трябва да бъдат транспортирани по начин, който свежда до минимум загубите на водно съдържание в тях, и трябва да бъдат държани на тъмно, при свободен достъп до въздух, толкова дълго, колкото е възможно. Обикновено подходящ за тази цел е хлабаво завързан полиетиленов плик (чувал). 

Почвата трябва да бъде използвана възможно най- бързо след вземането ù за проби. Растителността, по- големите почвена организми и камъни трябва да бъдат отстранени, преди пресяването на почвата през 2 mm-во сито, чрез което се отстраняват малки камъни, фауна и растителни части. Трябва да бъде избягвано продължителното сушене и стриване на почвата преди пресяването (15). 

Когато вземането на почвени проби от повърхността е трудно през зимата (замръзнала почва или покрита от пластове сняг), проба може да бъде взета от почвена партида, съхранявана в оранжерия под растителна покривка (напр. трева или трева смесена с детелина). Строго се препоръчва провеждането на изпитвания с прясно събрани от полето почви, но ако  събраните и обработени почви трябва да бъдат съхранявани преди започване на изпитването, условията на съхранение трябва да бъдат адекватно подбрани и съхранението да продължи само определен период от време (4 ± 2 °C за максимум три месеца) за поддържане на микробната активност (
). Подробни инструкции за събирането, обработването и съхранението на почви, които ще бъдат използвани при биотрансформационни експерименти, могат да бъдат намерени в литературните източници (8)(10)(15)(26)(27). 

Преди преработената почва да се използва в това изпитване, трябва да бъде извършена предварителна инкубация, която ще позволи поникване и отстраняване на семената, и възстановяване на равновесието в микробния метаболизъм, изменено от вземането на пробата или условията на съхранение или инкубация. Общоприето е прединкубационният период да е с продължителност от 2 до 28 дни при приблизително поддържане на условията - температура и влажност като тези, при реалното изпитване (15). Съхранението и прединкубационният период, взети заедно, не трябва да превишава три месеца. 

1.9 ПРОВЕЖДАНЕ НА ИЗПИТВАНЕТО

1.9.1 Условия на изпитването

1.9.1.1 Teмпература на изпитването
През периода на провеждане на изпитването, почвите трябва да бъдат инкубирани на тъмно при постоянна температура, представителна за климатичните условия, при които ще се използва или освобождава веществото. Препоръчва се температурата да е 20 ± 2 °C за всички изпитвани вещества, които могат да достигнат в почвата  при съответните климатични зони. Температурата трябва да бъде наблюдавана. 

За химикали, прилагани или освобождавани при по- студен климат (напр. в северните страни, през есенно- зимните периоди), трябва да бъдат инкубирани допълнителни почвени проби, но при по- ниска температура (напр. 10 ± 2 °C).

1.9.1.2 Съдържание на влага

При изпитвания на трансформацията при аеробни условия, трябва да бъде установено съдържанието на влага в почвата (
) и влажността да бъде поддържана при pF между 2.0 и 2.5 (3). Съдържанието на влага в почвата се изразява като маса на водата към маса на сухата почва и трябва периодично да бъде контролирано (напр. на двуседмични интервали от време) чрез претегляне на инкубационните колби и компенсиране на водните загубите чрез добавянето на вода (за предпочитане е използването на водопроводен кран, снабден с приспособление за стерилно филтриране). Трябва да бъде отделено внимание на предотвратяването или минимизирането на загубите от изпитваното вещество и/ или продуктите от трансформацията чрез изпаряване и/или фотолиза (ако има) по време на допълнителното овлажняване. 

За изпитвания на трансформацията при анаеробни условия и в условията на оризища, почвата  е силно оводнена.

1.9.1.3 Условия за аеробно инкубиране

При проточни системи, аеробни условия се  поддържат чрез периодични продухвания или чрез продължително (непрекъснато) проветряване с влажен въздух. В биометричните колби, обменът на въздух се поддържа чрез дифузия.

1.9.1.4 Стерилни аеробни условия

За да се получи информация за съответствието на абиотичната трансформация на изпитвано вещество, почвените проби могат да бъдат стерилизирани (за методи за стерилизация, виж литературните източници 16 и 29), третирани със стерилизираното изпитвано вещество (напр. добавяне на разтвор през стерилен филтър) и аерирани с овлажнен стерилен въздух, както е описано в точка 1.9.1.3. За почви от оризови полета, почвата и водата трябва да бъдат стерилизирани и инкубацията трябва да бъде проведена, както е описано в точка 1.9.1.6.

1.9.1.5 Условия за анаеробно инкубиране

За създаване и поддържане на анаеробни условия, почвата, третирана с изпитваното вещество и инкубирана при аеробни условия в продължение на 30 дни или за времето на полуживот, или DT50 (което е по- кратко), се оводняват (воден слой 1–3 см) и инкубационната система се продухва с инертен газ (напр. азот или аргон) (
). Системата за изпитване трябва да позволява измервания на pH, концентрацията на кислород и редоксипотенциала, както и да включва улавящо устройство за летливите продукти. Биометричният вид система трябва да е затворена, за да се избегне проникването на въздух чрез дифузия.

1.9.1.6 Условия за инкубиране при оризови полета

За проучване на трансформацията в почви от оризови полета, почвата се оводнява като водния слой е с дебелина около 1-5 cm и изпитваното вещество се прилага във водната фаза (9). Препоръчва се почвата да е с дълбочина минимум 5 cm. Системата се проветрява с въздух, както при аеробните условия. pH, концентрацията на кислород и редоксипотенциала на водния слой трябва да бъдат наблюдавани и отчитани. Необходимо е да има поне две седмици прединкубационен период, преди започването на трансформационните изпитвания (виж точка 1.8.3.2).

1.9.1.7 Продължителност на изпитването
Изпитването на скоростта и  протичането  на трансформацията обикновено не трябва да превишава 120 дни (
) (3)(6)(8), тъй като след това се очаква понижаване във времето на почвената микробна активност в изкуствено- създадената лабораторна система, която е изолирана от естествено допълване. Когато е необходимо за характеризиране разграждането на изпитваното вещество както и образуването и разграждането на основните продукти от трансформацията, тогава изпитванията могат да бъдат продължени за по- дълъг период от време (напр. 6 или 12 месеца) (8). По- дългите инкубационни периоди трябва да бъдат обосновани в доклада от изпитването и придружени от измервания на биомасата по време и в края на тези периоди.

1.9.2 Провеждане на изпитването

Около 50 дo 200 g почва (на база суха маса) се поставят във всяка инкубационна колба (виж Фигури 1 и 2 на Приложение 3) и почвата се третира с изпитваното вещество по един от методите, описани в точка 1.8.2. Когато за нанасяне на изпитваното вещество се използват органични разтворители, те трябва да бъдат отстранени от почвата чрез изпаряване. Тогава почвата се смесва напълно, като за това се използва шпатула и/ или чрез разклащане на колбата. Ако изпитването са провежда при оводнени повърхностни условия, почвата и водата трябва да бъдат напълно смесени след прилагането на изпитваното вещество. За да се провери за хомогенното разпределение на изпитваното вещество, трябва да бъдат анализирани малки количества (напр. 1 g) oт третираните почви за изпитваното вещество. За алтернативен метод- виж по-долу. 

Нивото на третиране трябва да съответства на най-високото приложено ниво на продукт за растителна защита, препоръчвано в инструкциите за употреба и да е нанесено по един и същ начин на подходяща дълбочина в полето (напр. най- горния 10 cm почвен слой(
). Например, за химикали, прилагани върху листата или в почвата без инкорпориране, подходящата дълбочина за изчисляване количеството химикал, което трябва да бъде добавено във всяка колба, е 2.5 cm. За инкорпорирани в почвата химикали, подходящата дълбочина е определената в инструкциите за употреба. Обикновено за химикали, приложеното ниво трябва да бъде оценено въз основа на най - подходящия път за въвеждане; например, когато основният път на постъпване в почвата е чрез канализационните утайки, химикалът трябва да бъде дозиран в утайката с такава концентрация, която да отговаря на очакваната концентрация на утайката и количеството й, добавено към почвата,  не трябва да превишава нормалното  натоварване на земеделските земи с утайки. Ако тази концентрация не е достатъчно висока за  идентифицирането на основните продукти от трансформацията, може да бъде от полза инкубирането на отделни почвени проби, съдържащи по- високи нива, като крайните нива, влияещи на микробните функции на почвата, трябва да бъдат избягвани (виж точки 1.5 и 1.8.2). 

Aлтернативно, по- големи партиди почва (т.e. 1 дo 2 kg) могат да бъдат третирани с изпитваното вещество, след внимателно смесване в подходящо смесително устройство и в последствие прехвърляне на малки порции oт 50 дo 200 g в инкубационните колби (например с използването на разделител на пробите). Малки количества  (напр. 1 g) oт третираната почвена партида трябва да се анализират за изпитваното вещество, за да се провери еднородното му разпределение. Предпочита се тази процедура, тъй като позволява по-хомогенно разпределение на изпитваното вещество в почвата. 

Така също, нетретираните почвени проби се инкубират при същите условия (aeробни), както пробите, третирани с изпитваното вещество. Teзи проби се използват за измерване на биомасата по време на и в края на изпитванията. 

Когато изпитваното вещество се прилага в почвата, разтворено в органичен разтворител(и), почвените проби, третирани със същото количество разтворител(и), се инкубират при същите условия (aeробни), както пробите, третирани с изпитваното вещество. Тези проби се използват за измерване на биомасата в началото, по време на и в края на изпитванията, за да се проверят ефектите на разтворителя(ите) върху микробната биомаса. 

Колбите, съдържащи третирани почви, се прикрепят към проточната система, описана във Фигура 1 или се затварят в абсорбционната колона, показана на Фигура 2 (виж Приложение 3).

1.9.3 Вземане на проби и измервания

Паралелни инкубиращи се колби с проби  се изваждат на подходящи интервали от време и почвените проби се екстрахират с подходящи разтворители с различен поляритет и се анализират за изпитваното вещество и/ или продуктите от трансформацията. Добре проектираното изпитване включва достатъчно колби, така че две колби да бъдат “пожертвани” при експеримента с всяка проба. Така също, абсорбционните разтвори или твърдите абсорбционни материали се отстраняват на различни интервали от време (7-дневни инервали през първия месец и след един месец на 17- дневни интервали) по времето и в края на инкубацията на всяка почвена проба и се анализират за летливи продукти. Освен почвена проба, взета директно (проба от 0-ев ден), трябва да бъдат включени поне 5 допълнителни пробовземни точки.

Времевите интервали трябва да бъдат избрани  така, че да могат да бъдат определени моделите на запазване на изпитваното вещество и моделите на образуване и запазване на продуктите от трансформацията (напр. 0, 1, 3, 7 дни; 2, 3 седмици; 1, 2, 3 месеца, т.н.). 

Когато се използва изпитвано вещество, маркирано с 14C, неекстрахируемата радиоактивност се определя чрез изгаряне и се изчислява баланс на  масата за всеки интервал от време. 

В случай на анаеробна инкубация и инкубация в оризови полета, почвената и водната фази се анализират заедно за изпитваното вещество и продуктите от трансформацията или по отделно чрез филтриране, или чрез центрофугиране преди екстрахиране и анализиране.

1.9.4 Незадължителни  изпитвания

За оценка на влиянието на температурата и влагата на почвата върху скоростта на трансформация на изпитвано вещество и/ или негови продукти от трансформация  в почвата, може да бъде от полза провеждането на аeробни, нестерилни изпитвания при допълнителни температури и влажности на почвата.

 За по-нататъшно охарактеризиране на неекстрахируемата радиоактивност, например може да бъде използвана надкритична течна екстракция.
2. ДAННИ

2.1 ОБРАБОТВАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Количествата на изпитваното вещество, продуктите от трансформацията, летливите вещества (само в %) и неекстрахираните остатъци трябва да бъдат представени като % oт приложената начална концентрация и, където е подходящо, като mg.kg-1 почва (основана на сухо тегло почва) за всеки интервал на пробовземане. Трябва да бъде представен баланс на масата като процент на приложената начална концентрация за всеки интервал на пробовземане. Графичното представяне на концентрациите на изпитваното вещество спрямо времето ще позволи да се направи оценка на времето за достигане на неговия полуживот при трансформацията или на DT50. Основните продукти от трансформацията трябва да бъдат идентифицирани, като се намира зависимостта на концентрациите им от времето се нанася графично за представяне на скоростта на тяхното образуване и разграждане. Основен продукт от трансформацията е всеки продукт, представляващ ≥ 10 % oт приложената доза във всеки момент по време на изпитването. 

Уловените летливи продукти дават някои индикации за потенциалната летливост на изпитваното вещество и неговите продукти от трансформацията в почвата. 

По- точно определяне на стойностите на времето за полуживот или DT50 и, където е подходящо, стойностите на DT75 и DT90, трябва да се получат ако е възможно чрез прилагане на подходящ кинетичен модел при изчисленията. Стойностите на времето за полуживот или DT50 трябва да бъдат отчетени заедно с описание на използвания модел, порядъка на кинетиката и определящия коефициент (r2). Предпочита се кинетиката от първи порядък, освен ако r2 < 0.7. Ако е подходящо, трябва да се направят изчисления и за основните продукти от трансформацията. Примери на подходящи модели са описани в литературните източници от 31 дo 35. В случай на изпитвания, проведени при различни температури, скоростта на трансформация трабва да бъде описана като функция на температурата в експерименталния температурен обхват с използването на Арениусовата зависимост по формулата: 


 или 

където ln A и B са регресионни константи на пресичане и наклон, респективно, на най- добра свързваща линия, произхождаща от линейната регресия ln k спрямо 1/T, k е скоростна константа при температура T и T е температура по Келвин. Трябва да бъде обърнато внимание на граничния температурен интервал, в който ще бъде валидна Арениусовата зависимост при случаите на трансформация, в резултат на микробната дейност.

2.2 ОЦЕНЯВАНЕ И ИНТЕРПРЕТИРАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Въпреки, че изпитванията се провеждат в изкуствена лабораторна система, резултатите позволяват да се оцени скоростта на трансформация на изпитваното вещество, а така също и скоростта на образуване и разграждане на продуктите от трансформацията при условията на полевия експеримент (36)(37). Проучването на пътя на трансформацията осигурява информация за начина, по който, чрез химични и микробни реакции, приложеното вещество структурно се изменя в почвата 

3. ОТЧИТАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

3.1 ПРОТОКОЛ ОТ ИЗПИТВАНЕТО
Протоколът от изпитването трябва да включва:

Изпитвано вещество:

- търговско наименование, химично наименование, CAS номер, структурна формула (положението на радиоактивния маркер, когато се използва материал с белязан радиоактивен изотоп) и съответните физико- химични свойства;

- чистота (примеси) на изпитваното вещество;

- радиохимична чистота на белязания химикал и специфична активност (където е подходящо).

Вещества за сравнение:

- химично наименование и структура на веществата за сравнение, използвани за охарактеризиране и/ или идентифициране на продукт от трансформацията.
Изпитвани почви:

- подробности за местата, от които са събирани;

- дата и процедура за вземане на почвени проби;

- свойства на почвите, такива като pH, съдържание на органичен въглерод, състав (% пясък, % наноси, % глина), cпособност за катионен обмен, насипна плътност, способност за задържане на вода и микробна биомаса;

- продължителност на периода на съхраняване на почвата и условия на съхранение (ако се съхранява).

Условия на изпитването:

- дати на провеждане на експериментите;

- приложеното количество на изпитваното вещество;

- използвани разтворители и метод за нанасяне на изпитваното вещество;

- тегло на първоначално третираната почва и на почвените проби при всеки интервал за анализ;

- описание на използваната инкубационна система;

- нива на въздушния поток (само за проточни системи);

- температура на експерименталната постановка;

- съдържание на влага в почвата през периода на инкубиране;

- микробна биомаса в началото, по време и в края на аеробните изпитвания;
- pH, концентрация на кислорода и редоксипотенциал в началото, по време и в края на анаеробните и изпитванията при условия на оводняване (оризови полета);

- метод(и) на екстрахиране;

- методи за количествено определяне и идентифициране на изпитваното вещество и основните продукти от трансформацията в почва и абсорбционни материали;

- брой на успоредните проби и брой на контролите.
Резултати:

 - резултати от определянето на микробната активност;

- повторяемост и чувствителност на използваните аналитични методи;

- аналитичен добив (% стойности за валиден експеримент са посочени в точка  1.7.1);

- таблици с резултати, изразени като % от приложената първоначална доза и, където е подходящо, като mg.kg-1 почва (въз основа на сухо тегло);

- баланс на масата по време на и в края на изпитванията;

- охарактеризиране на неекстрахируемата (свързана) радиоактивност или остатъци в почвата;

- количествено определяне на отделения CO2 и на други летливи съединения;

- диаграми на концентрациите в почвата спрямо времето за изпитваното вещество и, където е подходящо, за основните продукти от трансформацията;

- време на полуживот или DT50, DT75 и DT90 за изпитваното вещество и, където е подходящо, за основните продукти от трансформацията, включително доверителни интервали;

- оценка на скоростта на абиотично разграждане при стерилни условия;

- оценка на кинетиката на трансформацията на изпитваното вещество и, където е подходящо, на основните продукти от трансформацията;

- предлагани пътища на трансформация, където е подходящо;

- обсъждане и интерпретиране на резултатите;

- необработени данни (напр. хроматограми на пробите, примерни изчисления на скоростта на трансформация и използваните средства за идентифициране на продуктите от трансформацията).
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ПРИЛОЖЕНИЕ  1

ВОДНО НАЛЯГАНЕ, ПОВЪРХНОСТЕН КАПАЦИТЕТ (FC) И СПОСОБНОСТ ЗА ЗАДЪРЖАНЕ НА ВОДА (WHC) (1)

Височина на водния стълб [cm]
pF (a)
bar (б)
Забележки



107
7
104
Суха почва

1,6 104
4,2
16
Точка на сушене

104
4
10


103
3
1


6 102
2,8
0,6


3,3 102
2,5
0,33 (в)


102
2
0,1
}Обхват на повърхностния капацитет (г)

60
1,8
0,06


33
1,5
0,033


10
1 
0,01
WHC (приблизително)

1
0
0,001
Водооросявана почва

(a) pF = log на cm воден стълб.

(б) 1 bar = 105 Pa.

(в) Съответства на приблизително водно съдържание от 10 % в пясък, 35 % в почва и 45 % в глина.

(г) Повърхностният капацитет не е константа, а варира с различните типове почви между pF 1.5 и 2.5.

Водното налягане се измерва в cm воден стълб или в bar. Във връзка с по- големия обхват на налягането на всмукване, то се изразява просто като стойност на pF, която е еквивалентна на логаритъма от cm на водния стълб.

Повърхностният капацитет (FC) се определя като количеството вода в естествената почва (в природата), което след по- дълъг дъждовен период или достатъчно напояване, може да бъде запазено 2 дни по отношение на земното притегляне. Той се определя за необработена почва in situ на повърхността. Измерването е неприложимо за обработени лабораторно почвени проби. Стойностите на FC, определени при обработени почви, могат да покажат големи систематични отклонения. 

Способност за задържане на вода (WHC) - определя се в лабораторни условия с необработени и обработени почви чрез насищане на почвената среда в колоната с вода по капилярен път. Тя е особено важна при обработени почви и може да бъде до 30 % по- голяма от повърхностния капацитет (1). А така също, експериментално по- лесно е да се определят такива достоверни стойности на FC.

(1) Mьckenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.
ПРИЛОЖЕНИЕ  2

СЪДЪРЖАНИЯ НА ВЛАГА В ПОЧВАТА (g вода за 100 g суха почва) ПРИ РАЗЛИЧНИТЕ ТИПОВЕ ПОЧВИ ОТ РАЗЛИЧНИ СТРАНИ
Съдържание на влага в почвата
Намира се в
Тип почва от страна



WHC (1)
pF = 1,8
pF = 2,5



Пясък
Германия
28,7 
8,8
3,9

Глинест пясък
Германия
50,4 
17,9
12,1

Глинест пясък
Швейцария
44,0 
35,3
9,2

Наносна почва
Швейцария
72,8 
56,6
28,4

Глинеста почва
Бразилия
69,7 
38,4
27,3

Глинеста почва
Япония
74,4 
57,8
31,4

Пясъчна почва
Япония
82,4 
59,2
36,0

Наносна почва
САЩ
47,2 
33,2
18,8

Пясъчна почва
САЩ
40,4 
25,2
13,3

(1) Способност за задържане на вода
ПРИЛОЖЕНИЕ 3
Фигура 1
Пример за проточна апаратура за изследване на трансформацията на

химикали в почва (1)(2)

1: иглен вентил

2: газопромиваща бутилка, съдържаща вода 

3: ултрамембрана (само при стерилни условия), с размер на порите 0.2 μm
4: колба за почвения метаболизъм (само при анаеробни и условия при наводняване;)

5: eтиленгликол  за улавяне на органични летливи съединения
6: сярна киселина за улавяне на алкални летливи съединения
7, 8: натриев хидроксид за улавяне на CO2 и други киселинни летливи съединения
9: разходомер (дебитомер).


Фигура 2
Пример за биометричен вид колба за изследване на трансформацията на химикали в почва (3)



 (1) Guth, J.A. (1980). The study of transformations. In Interactions between Herbicides and the Soil (R.J. Hance, Ed.), Academic Press, 123-157.

(2) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in Pesticide Biochemistry. D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds. J. Wiley & Sons. Vol 1, 85-114.

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.

 C.24. AEРОБНА И АНАЕРОБНА ТРАНСФОРМАЦИЯ ВЪВ ВОДНО- СЕДИМЕНТНИ СИСТЕМИ

1. METOД
Tози метод е идентичен с OECD TG 308 (2002).
1.1 ВЪВЕДЕНИЕ 

Химикалите могат да попаднат в плитките или дълбоки повърхностни води по различни пътища на постъпване чрез: директно прилагане, впръскване, изливане, дренаж, депониране на отпадъци, промишлени, битови или земеделски отпадъчни води и атмосферно отлагане. Tози метод за изпитване e лабораторен метод за оценка на аеробната и анаеробна трансформация на органични химикали във водно - седиментни системи. Tой се основава на съществуващите ръководства (1)(2)(3)(4)(5)(6). На семинара на OECD за избор на почви и седименти, проведен в Belgirate, Италия през 1995 г. (7), са приети броя и вида на седиментите, използвани при това изпитване. Дадени са препоръки, свързани със събирането, обработването и съхранението на седиментните проби, основани на Ръководството на ISO (8). Такива изпитвания се изисква да бъдат проведени за химикали, които директно се прилагат във водата или които има вероятност  да достигнат водната среда по някой от описаните по-горе пътища. 
Често условията в естествената водно-седиментна система са аеробни в горната водна фаза. Повърхностният слой на седимента може да бъде или аеробен, или анаеробен,  докато по- дълбокият седимент обикновено е анаеробен. За да се обхванат всички тези възможности, в този метод са описани и аеробни, и анаеробни изпитвания. Аеробното изпитване симулира аеробна водна колона над аеробен седиментен слой, под който се намира анаеробен градиент. Анаеробното изпитване симулира напълно анаеробна водно-седиментна система. Ако обстоятелствата показват, че е необходимо значително отклонение от тези препоръки, например поради използване на  интактни седименти или седименти, които могат да бъдат експонирани на изпитваното вещество, то тогава за тази цел се използват други налични методи (9).

1.2 ОПРЕДЕЛЕНИЯ
При всички случаи трябва да бъдат използвани международните стандартни единици (SI).
Изпитвано вещество - всяко вещество, независимо от това, дали е изходно съединение или съответен продукт от трансформацията.
Продукти от трансформацията - всички вещества, получени в резултат на реакциите при  биотични и абиотични трансформации на изпитваното вещество, включително CO2 и продуктите, които са в свързаните остатъчни количества.
Свързани  остатъчни количества - съединения в почвата, растенията или животните, които остават в матрикса под формата на изходно вещество или негов метаболит(и) получени след екстрахиране. Методът за екстрахиране не трябва съществено да изменя самите съединения или структурата на матрикса . Би могло частично да се изясни характера на връзката чрез прилагане на екстракционни методи с промяна на матрикса и на сложни аналитични техники Например, по този начин се идентифицират ковалентни, йонни и сорбционни връзки, а така също и връзки в комплексни съединения. Най- общо, образуването на свързани остатъчни количество намалява значително биологичния достъп и биологичната наличност (10) [изменено от IUPAC 1984 (11)].

Aeрoбна трансформация - реакциите протичат в присъствието на молекулен кислород (12).

Aнaeробна трансформация  - реакциите протичат в отсъствието на молекулен кислород (12).

Природни води - повърхностните води от езера, реки, потоци и др.

Седимент - смес от минерални и органични химични съставки, които съдържат съединения с високо съдържание на въглерод и азот и са с високи молекулни маси. Седиментът се отлага от природните води и формира граница с тях.

Минерализация - пълното разграждане на органично съединение до CO2 и H2O при аеробни условия, и до CH4, CO2 и H2O при анаеробни условия. В контекста на този метод за изпитване, когато се използва съединение, с белязан радиоактивен изотоп, минерализация означава пълното разграждане на молекулата, по време на което белязан  въглероден атом се окислява или редуцира количествено, в следствие на което се отделя съответното количество 14CO2 или съответно 14CH4.

Време на полуживот t 0.5 - времето, при което изпитвано вещество се трансформира 50 %, когато трансформацията може да бъде описана чрез кинетика от първи порядък. То не зависи от концентрацията.

DT50 (Време на разграждане 50) - времето, за което началната концентрация на изпитваното вещество намалява с 50 %; 

DT75 (Време на разграждане 75) - времето, за което началната концентрация на изпитваното вещество намалява с 75 %.

DT90 (Време на разграждане 90) - времето, за което началната концентрация на изпитваното вещество намалява с 90 %.

1.3 ВЕЩЕСТВА ЗА СРАВНЕНИЕ
За идентифициране и количествено определяне на продуктите от трансформацията, трябва да бъдат използвани вещества за сравнение посредствам спектроскопски и хроматографски методи.
1.4 ИНФОРМАЦИЯ ЗА ИЗПИТВАНОТО ВЕЩЕСТВО

За измерване скоростта на трансформация могат да бъдат използвани небелязани изпитвани вещества или такива с белязани изотопи, но се предпочита белязан материал. Необходимо е използването на белязан материал за проследяване на пътя на трансформация и за установяване на баланса на  масата. Препоръчва се маркиран с 14C, но също така могат да се използват и други изотопи, като 13C, 15N, 3H, 32P. Дотолкова, до колкото е възможно, белязаният атом трябва да бъде поставен върху най- стабилната част(и) на молекулата (
). Изпитваното вещество трябва да бъде с химична и/ или радиохимична степен на чистота минимум 95 %.

Преди провеждане на изпитване, трябва да бъде осигурена следната информация за изпитваното вещество:

(a) разтворимост във вода (Meтод A.6)]

(б) разтворимост в органични разтворители;

(в) парно налягане (Meтод A.4) и константата на Хенри;

(г) коефициент на разпределение n-oктанол/вода (Meтод A.8);

(д) aдсорбционен коефициент (Kd, Kf или Koc, където е възможно) (Meтод C.18); 
(е) хидролиза (Meтод C.7);

(ж) дисоциационна константа (pKa) [Насока на OECD 112] (13);
(з) химична структура на изпитваното вещество и положение на белязания/те изотопа(и), когато има наличен.

Забележка: Трябва да бъде отчетена и записана температурата, при която са направени тези измервания. 
Друга полезна информация може да включва данни за токсичността на изпитваното вещество към микроорганизмите, данни за придобитата и/ или свойствена биоразгразградимост и данни за аеробната и анаеробната трансформация в почвата. 
Трябва да има налични аналитични методи (включително методи за екстракция и почистване) за количествено определяне и идентифициране на изпитваното вещество и неговите продукти от трансформацията във вода и в седимент (виж точка1.7.2).

1.5 ПРИНЦИП НА МЕТОДА ЗА ИЗПИТВАНЕ
Методът, описан в това изпитване, използва аеробна и анаеробна водно- седиментна система (виж Приложение 1), която позволява:

(i) измерването скоростта на трансформация на изпитваното вещество във водно- седиментна система;

(ii) измерването скоростта на трансформация на изпитваното вещество в седимента;

(iii) измерването на степента на минерализация на изпитваното вещество и/ или неговите продукти от трансформацията (когато се използва изпитвано вещество, белазано с 14C);

(iv) идентифициране и количествено определяне на продуктите от трансформацията във водната и седиментната фази, включително  баланс на  масата (когато се използва белязано вещество);

(v) измерването на разпределението на изпитваното вещество и неговите продукти от трансформацията между двете фази през периода на инкубиране на тъмно ( за да се избегне, например цъфтеж на морски водорасли) при постоянна температура. Стойностите на времената на полуживот, DT50, DT75 и DT90 се определят, когато съответните данни дават основание за това , но не трябва да бъдат екстраполирани дълго време след експерименталния период (виж точка 1.2). 

За аеробните, и респективно за анаеробните изпитвания са необходими най- малко два седимента и свързаните с тях води (7). Въпреки това, в определени случаи, могат да се използват повече от два водни седимента, например, при химикал, който може да присъства в сладководни води и/ или в морска среда.

1.6 ПРИЛОЖИМОСТ НА ИЗПИТВАНЕТО

Този метод е общоприложим за химичните вещества (небелязани или белязани), за които има аналитичен метод с достатъчна точност и чувствителност. Той е приложим за слаболетливи, нелетливи, водоразтворими или слаборазтворими във вода съединения. Изпитването не трябва да бъде прилагано за химикали, които стават силно летливи от вода (напр. фумиганти, органични разтворители) и поради това, не могат да бъдат запазени във водата и/ или седимента при експерименталните условия на това изпитване. 

Методът се прилага и за проучване на трансформацията на химикалите в сладководни води и седименти, но по принцип също може да бъде приложен за естуарни/ морски системи. Той не е подходящ за пресъздаване на условията в течащи води (напр. реки) или открито море.

1.7 КРИТЕРИИ ЗА КАЧЕСТВО

1.7.1 Аналитичен добив 

Екстрахиране и анализиране на най- малко две паралелни водни и седиментни проби, веднага след добавяне на изпитваното вещество дават първоначална индикация за повторяемостта на аналитичния метод и за възпроизводимостта на апликационната процедура при изпитваното вещество. Аналитичните добиви  на по- късните етапи на експеримента  се представят чрез съответните масови баланси на масата (когато се използва белязан материал). Аналитичните добиви трябва да бъдат в обхвата от 90 % дo 110 % за белязани химикали (6) и от 70 % дo 110 % за небелязани химикали.

1.7.2 Повторяемост и чуствителност на аналитичния метод 

Повторяемостта на аналитичния метод (с изключение на първоначалната екстракционна ефективност) за количествено определяне на изпитваното вещество и продуктите от трансформацията може да бъде проверена чрез успоредни анализи на едни и същи водни или седиментни проби, които са били инкубирани достатъчно дълго време, за да се образуват продукти от трансформацията. 

Откриваемият минимум на аналитичния метод (LOD) на изпитваното вещество и на продуктите от трансформацията трябва да бъде минимум 0.01 mg.kg-1 във вода или в седимент (като изпитвано вещество) или в случаите когато тази стойност е по-ниска - 1 % oт приложената начална доза в системата за изпитване.Трябва да бъде определена също и границата за количествено определяне на метода (LOQ).

1.7.3 Точност на данните от трансформацията

Регресионният анализ на концентрациите на изпитваното вещество като функция от времето, дава подходяща информация за точността на кривата на трансформация и позволява да се изчислят доверителните интервали на полуживота (ако се прилага псевдокинетика от първи порядък) или стойностите на DT50 и, ако е подходящо, стойностите на DT75 и DT90.

1.8 ОПИСАНИЕ НА МЕТОДА 

1.8.1 Изпитвателна система и оборудване

Изпитването трябва да бъде провеждано в стъклени съдове (напр. бутилки, центрофужни епруветки), освен ако предварителната информация (такава като коефициента на разпределение n-oктанол/вода, сорбционните данни и др.) показва, че изпитваното вещество може да се прилепи към стъклото. В този случай може да се използва алтернативен материал (напр. тефлон). Когато е известно, че изпитваното вещество се прилепва към стъклото, може да се използват един или повече от следните методи:

· определяне на сорбираната от стъклото маса на изпитваното вещество и продуктите от трансформацията;

· осигуряване на разтворител за почистване на цялата стъклария в края на експеримента;

— използване на формулирани продукти (виж също точка 1.9.2);

· използване на по-голямо количество допълнителен разтворител за добавяне на изпитваното вещество в системата; допълнителен разтворител не трябва  да солволизира изпитваното вещество.
Примери за типичната апаратура за изпитване, т.e. газопроточна и биометричен тип системи, са представени съответно в Приложения 2 и 3 (14). Други подходящи инкубационни системи са описани в литературен източник 15. Устройството на експерименталната апаратура трябва да позволява обмена на въздух или азот и улавянето на летливите продукти. Размерите на апаратурата трябва да бъдат такива, че да отговарят на изискванията на изпитването (виж точка 1.9.1). Вентилацията може да бъде осигурена или чрез лек барботаж (образуване на мехурчета) или чрез продухване с въздух или азот над водната повърхност. В последният случай, се препоръчва леко разбъркване на водата за по- добро разпределение на кислорода или азота. Свободният от CO2, въздух  не трябва да се използва, тъй като той може да причини повишаване на pH на водата. И в двата случая трябва да бъде избягвано въздействието върху седимента, дотолкова, до колкото е възможно. Слабо летливите химикали трябва да бъдат изпитвани в биометричен тип система с леко разбъркване на водната повърхност. Може да се използват затворени съдове, пространството в горната част на които е заето от атмосферен въздух или азот, или вътрешни ампули за улавяне на летливи продукти (16). При аеробно изпитване се изисква редовен обмен на газа в горното пространство, за да се компенсира консумацията на кислород от биомасата. 

Подходящи уловители за събиране на летливите продукти от трансформацията са: разтвори на калиев хидроксид или натриев хидроксид за въглероден диоксид (
) етиленгликол, етаноламин или 2 % парафин в ксилен за органични съединения, без уловителите да са ограничени до 1 mol.dm-3. Летливите съединения, като метан, образувани в анаеробни условия, могат да бъдат събрани, например чрез молекулни отсявания. Такива летливи съединения могат да бъдат изгаряни, например до CO2 чрез преминаване на газа през кварцова тръба, напълнена с CuO при температура 900 °C и улавяне на CO2 в абсорбер с алкали (17). 

Изисква се използването на лабораторен инструментариум за химичните анализи на изпитваното вещество (напр. газовотечна хроматография (GLC), високоефективна течна хроматография (HPLC), тънкослойна хроматография (TLC), масспектрометрия (MS), газ-хроматография - масспектрометрия (GC-MS), течна хроматография - масспектрометрия (LC-MS), ядрено- магнитен резонанс (NMR), и други), включително системи за откриване на химикали с белязан радиоактивен изотоп и небелязани химикали, в случай че е подходящо. При използване на материал с белязан радиоактивен изотоп, се изисква течен сцинтилационен брояч и окислител за горенето (за изгарянето на седиментни проби преди анализиране за радиоактивност). 

Изисква се и друго подходящо стандартно лабораторно оборудване, стъклария, химикали и реагенти за физико- химични и биологични определяния (виж Таблица 1, точка 1.8.2.2).

1.8.2 Избор и брой на водните седименти

Местата за вземане на проби трябва да бъдат избрани според целта на изпитването за всяка ситуация. При избор на места за пробовземане, трябва да се има предвид минали данни за възможни земеделски, промишлени или битови влияния и влияние на насрещни водни течения. Седиментите не трябва да бъдат използвани, ако са замърсени с изпитваното вещество или негови стуктурни аналози през предходните 4 години.

1.8.2.1 Избор на седимент

Обикновено за аеробни изпитвания се използват два седимента (7). Двата избрани седимента трябва да се различават по съдържание на органичен въглерод и структура. Единият седимент трябва да е с високо съдържание на органичен въглерод (2.5-7.5 %) и дребнозърнеста (фина) структура, а другият седимент трябва да има ниско съдържание на органичен въглерод (0.5-2.5%) и едрозърнеста структура. Обикновено разликата в съдържанието на органичен въглерод в седиментите трябва да бъде поне 2 %. ‘Дребнозърнеста (фина) структура’ се дефинира като съдържание на [глина + нанос](
) > 50 %, a ‘едрозърнеста структура’ се дефинира като съдържание на [глина + нанос] < 50 %. Разликата в съдържанието на [глина+ нанос] при двата седимента обикновено трябва да бъде минимум 20 %. В случаите, при които химикал може да достигне морските води, поне една от водно- седиментните системи трябва да бъде от морски произход. 

За стриктното провеждане на анаеробно изпитване, трябва да бъдат взети проби от два седимента (включително води от мястото на вземане на седиментите ) от анаеробните зони на повърхностен водоизточник (7). И седиментната, и водната фази трябва внимателно да бъдат обработвани и транспортирани в отсъствие на кислород. 

Може да има други параметри, които да са важни при избора на седименти, като те се разглеждат за всеки отделен случай. Например, pH - обхватът на седиментите е важен за изпитвани химикали, за които трансформацията и/ или сорбцията могат да бъдат зависими от pH. Върху pH-зависимостта на сорбцията може да се въздейства чрез pKa на изпитваното вещество.

1.8.2.2 Характеризиране на водно- седиментните проби

Основните параметри, които трябва да бъдат измерени и отчетени (с препратка към избрания метод) за водата и за седимента, както и етапа от изпитването, при който тези параметри са били определени, са представени в таблицата. В литературнтеи източници (18)(19)(20)(21) са представени методи за определяне на тези параметри. 

В допълнение, може да е необходимо да бъдат измерени и отчетени други параметри, определяни за всеки отделен случай (напр. за сладководни води: частици, алкалност, твърдост, проводимост, NO3/PO4 (съотношение и индивидуални стойности); за седименти: способност за катионен обмен, способност за задържане на вода, карбонат, общ азот и фосфор; и за морски системи: соленост). При оценяването на окислително- редукционните условия, особено във връзка с анаеробната трансформация от полза може да бъде също така анализиране на седиментите и водите за нитрати, сулфати, бионалично желязо и други възможни електронни аксептори.
Измервания на параметрите за характеризиране на водно-седиментните проби (7)(22)(23)

Параметър


Етап от процедурата за изпитване


Място за вземане на пробите
Последваща обработка


Начало на аклиматизацията


Начало на изпитването
По време на изпитването
Край на изпитването


Вода

Произход/ източник
x






Teмпература
x






pH
x

x
x
x
x

Общ органичен въглерод (TOC)


x
x

x

Концентрация на O2*
x

x
x
x
x

Редуксиционен потенциал*


x
x
x
x

Седимент

Произход/ източник
x






Дълбочина на слоя
x






pH

x
x
x
x
x

Разпределение на частиците по размер

x





Общ органичен въглерод (TOC)

x
x
x

x

Микробна биомаса **

x

x

x

Редукционен потенциал*
Наблюдения

(цвят/

мирис)

x
x
x
x

* Последни резултати от научно- изследователските изследвания показват, че измерванията на концентрациите на кислорода във вода и на редукционния потенциал нямат механистична и прогностична стойност за растежа и развитието на микробните популации в повърхностните води (24)(25). За интерпретиране и оценка на скоростта и пътищата на аеробна биотрансформация като по-добри средства могат да бъдат използвани определянето на биохимичната потребност от кислород (BOD, от мястото на пробовземане, в началото и края на изпитването) и на концентрациите на микро/ макро елементи Ca, Mg и Mn (в началото и края на изпитването) във води и измерванията на общия N и общия P в седименти (в мястото на пробовзамане и в края на изпитването) .
** Методът на микробиалното дихателно ниво (26), методът за фумигация (27) или измервания чрез преброяване върху покривно стъкло (напр. бактерии, aктиномицети, фунги и общо колонии) при аеробни изпитвания; скорост на метаногенеза при анаеробни изпитвания.

1.8.3 Cъбиране, обработване и съхранение

1.8.3.1 Cъбиране

При вземането на проби от седимент трябва да бъде използвано проекторъководството на ISO за вземане на проби от дъното на седимента (8). Седиментните проби трябва да бъдат взети от целия по- горен слой на седимента на дълбочина от 5 дo 10 cm. Проби от вода трябва да бъдат събрани от същото място или местоположение и по същото време, както при седимента. За анаеробно изпитване, пробите от седимента и водата трябва да бъдат взети и транспортирани в отсъствие на кислород (28) (виж точка 1.8.2.1). В литературата (8)(23) са описани някои устройства за вземане на проби.

1.8.3.2 Обработване

Седиментът се отделя от водата чрез филтрация и във влажен вид се пресява през 2 mm- во сито, чрез използване на допълнително добавена вода, която след това се отделя. След това определените количества седименти и вода се смесват в желаното съотношение (виж точка 1.9.1) в инкубационните колби и се подготвят за аклиматизация (виж точка 1.8.4). За анаеробно изпитване, всички етапи на обработване трябва да бъдат провеждани в отсъствие на кислород (29)(30)(31)(32)(33).

1.8.3.3 Съхранение

Строго се препоръчва употребата на пресни проби седимент и вода, но ако е необходимо съхранение, седиментът и водата трябва да бъдат пресяти, както е описано по- нагоре и съхранявани заедно (6-10 cm воден слой), на тъмно, при 4 ± 2 °C в продължение на максимум 4 седмици(7)(8)(23). Пробите, които ще бъдат използвани за аеробни изпитвания, трябва да бъдат съхранявани в отворени съдове, при свободен достъп на въздух, докато тези за анаеробно изпитване се съхраняват в отсъствие на кислород. Не се допуска замръзване на седимента и водата, както и изсъхване на седимента по време на транспортирането и съхранението. 

1.8.4 Подготовка на седиментните/ водните проби за изпитването

Преди добавяне на изпитваното вещество, е необходим период на аклиматизация, през който всяка седиментна/водна проба се намира в инкубационния съд, който ще се използва в основното изследване. Аклиматизацията се провежда при точно спазване на същите условия, както при инкубирането за изпитването (виж точка 1.9.1). Аклиматизационният период е времето, необходимо за достигане на приемлива стабилност на системата, което се отразява на pH, концентрацията на кислород във водата, редокспотенциала на седимента и водата, и макроскопското разделяне на фазите. Периодът за аклиматизация обикновено продължава между една и две седмици, и не трябва да превишава четири седмици. Резултатите от направените през този период определяния, трябва да бъдат отчетени.

1.9 ПРОВЕЖДАНЕ НА ИЗПИТВАНЕТО

1.9.1 Условия на изпитването 

Изпитването трябва да се провежда в инкубационна апаратура (виж точка 1.8.1) при обемно съотношение вода-седимент между 3:1 и 4:1, и седиментен слой 2.5 cm (± 0.5 cm) (
). Препоръчва се минималното количество на седимента да е 50 g (суха маса) за инкубационен съд. Изпитването трябва да се провежда на тъмно, при постоянна температура, в обхвата от 10 дo 30 °C. Подходящата температура е (20 ± 2) °C. При отделни случаи, може да бъде приложена допълнителна по- ниска температура (напр. 10 °C), в зависимост от информацията, получена по време на изпитването. Инкубационната температура трябва да бъде наблюдавана и записвана.

1.9.2 Обработване и прилагате на изпитваното вещество

Използва се една концентрация за изпитване на химикала (5)
. При продуктите за растителна защита, приложени директно към напоителни съоръжения, максималната доза, указана на етикета се приема за максимално приложимото ниво, изчислено въз основа на водната площ в съда за изпитване. При всички други случаи, използваната концентрация трябва да се основава на предположенията за емисиите в околната среда. Трябва да се обърне внимание на осигуряването на  подходящата концентрация на изпитваното вещество, която ще се приложи за характеризиране на пътя на трансформацията, и образуването и  разграждането на продуктите от трансформацията. Може да се наложи да се приложат по- високи дози (напр. 10 пъти) в случаите, при които концентрациите на изпитваното вещество в началото на експеримента са близки до откриваемия минимум. Аналогично се постъпва когато основните продукти от трансформацията не могат лесно да бъдат открити, въпреки че техния дял е минимум 10 % от нивото на прилагане на изпитваното вещество. Когато се използват по- високи концентрации, те не трябва да оказват значително вредно въздействие върху микробната активност на водно- седиментната система. С оглед на постигане постоянна концентрация на изпитваното вещество в различни по размери съдове може да се възприеме промяна в приложеното  количеството материал. Това се основава на дълбочината на водната колона в използвания съд, като отношение към височината на водната колона в естествени условия (която се приема, че е 100 cm, но могат да се използват и други дълбочини). Виж Приложение 4 за примерно изчисление. 

В идеалния случай, изпитваното вещество трябва да бъде приложено, като воден разтвор във водната фаза на изпитваната система. Когато това не е възможно, се разрешава използването на малки количества на водосмесими разтворители (такива, като ацетон, етанол) за въвеждане и разпределение на изпитваното вещество, но те трябва да не надвишават 1 % об/об и не трябва да оказват вредно въздействие върху микробната активност  на изпитваната система. Трябва да се внимава при приготвянето на водните разтвори на изпитваното вещество- за да се осигури пълно хомогенизиране, може да се използват генериращи колони и предварително смесване. При следващо добавяне на водния разтвор в изпитваната система, се препоръчва внимателно смесване на водната фаза, с цел да не засегне седимента. 

Обикновено не се препоръчва употребата на готови формулации, тъй като формулираните съставки могат да повлияят разпределението на изпитваното вещество и /или трансформационни продукти между водната и седиментната фази. Въпреки това, при слаборазтворими във вода изпитвани вещества, употребата на готови формулации може да бъде подходяща алтернатива.

Броят на инкубационните съдове зависи от броя на времената на пробовземане (виж точка 1.9.3). В изпитването трябва да бъдат включени достатъчно на брой системи за изпитване, така че при всяко пробовземане да могат да бъдат “пожертвани” по две системи. Когато се оставят контролни единици във всяка водно- седиментна система, те не трябва да бъдат третирани с изпитваното вещество. Контролните единици могат да бъдат използвани за определяне на микробната биомаса на седимента и на общия органичен въглерод на водата и седимента при завършване на изпитването. Две от контролните единици (т.e. един контролен сектор от всеки воден седимент) могат да бъдат използвани за наблюдение на изискваните параметри в седимента и водата по време на аклиматизационния период (виж Таблицата в точка 1.8.2.2). Трябва да бъдат включени две допълнителни контролни единици за измерване на вредните въздействия върху микробната активност на изпитваната система, в случай, че изпитваното вещество се прилага чрез разтворител. 

1.9.3 Продължителност на изпитването и вземане на проби

Обикновено продължителността на изпитването не трябва да превишава 100 дни (6), но трябва да продължи до установяване пътя на разграждане и модела на разпределение вода/ седимент или до загуба на 90 % oт изпитваното вещество чрез трансформация и/ или летливост. Броят на времената на пробовземане трябва да бъде най- малко шест (включително нулево време), като може да се проведе незадължително предварително изпитване (виж точка 1.9.4), за да се установи подходяща схема на вземане пробите и оптимална продължителност на изпитването, освен ако има достатъчно налични данни за изпитваното вещество от предишни изпитвания.

За изпитване на хидрофобни вещества, може да е необходимо вземането на допълнителни проби в началния период на изпитването, за да се определи скоростта на разпределение между водната и седиментната фази. 

При съответните времена за вземане на проби , целите инкубационни съдове (с успоредни проби) се отделят за анализ. Седиментът и покриващата го вода се анализират по- отделно (6)
. Повърхностната вода трябва внимателно да бъде отстранена при минимално въздействие върху седимента. Екстрахирането и характеризирането на изпитваното вещество и на продуктите от трансформацията трябва да следват подходящата аналитична процедура. Материали, които са адсорбирани към инкубационния съд или са здраво свързани към тръбите за улавяне на летливите съединения се отделят внимателно. 

1.9.4 Незадължително предварително изпитване

Когато продължителността и схемата за вземане на проби не могат да бъдат оценени въз основа на  други съответстващи изследвания на изпитваното вещество, може да се проведе незадължително предварително изпитване, при същите условия на изпитване, както прилаганите в основното изпитване. Съответните условия на изпитването, както и резултатите от предварителното изпитване, ако е проведено, трябва да се записват под формата на резюме. 
1.9.5 Измервания и анализи

Концентрацията на изпитваното вещество и на продуктите от трансформацията трябва да бъде измерена и отчетена за всяко време на пробовземане във водата и в седимента (като концентрация и като процент от приложеното количество). Най- общо, продуктите от трансформацията с концентрация ≥ 10 % с приложена радиоактивност върху цялата водно-седиментна система, трябва да бъдат идентифицирани освен ако няма основателна причина против това. Продуктите от трансформацията, чиито концентрации последователно нарастват по време на изпитването, също трябва да се идентифицират, даже и когато техните концентрации не превишават лимитите споменати по-горе, тъй като това е доказателство за наличие на същите продукти на трансформация. Продуктите на трансформация трябва да се отчитат за всяка отделна проба поотделно със съпътстващи обяснения в протокола.

Резултатите от системите за улавяне на газове/ летливи съединения (CO2 и други, т.е летливи органични съединения) трябва да бъдат отчетени за всяко време на пробовземане. Отчетат се и степените на минерализация. Не-екстрахируемите остатъци в седимента се отчитат за всяка пробовземна точка.
2. ДAННИ

2.1 ОБРАБОТВАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

Баланса на масите или аналитичния добив (виж точка 1.7.1) на добавена радиоактивност се изчисляват за всяко време на пробозвемане. Резултатите се представят като процент на добавена радиоактивност. Разпределението на радиоактивността между водата и седимента трябва да бъда отчетена като концентрации и като проценти за всяко време ва пробовземане. 

Времето за полуживат, DT50 и, ако е подходящо, DT75 и DT90 на изпитваното вещество трябва да бъдат изчислени с техните доверителни граници (виж точка 1.7.3). Информация за скоростта на разсейване на изпитваното вещество във водата и в седимента може да бъда получена чрез използването на подходящи инструменти за оценка. Те могат да обхващат: прилагане на кинетика от псевдопърви порядък, техники, свързани с емпиричната крива, които прилагат графични или цифрови решения и използване на по- комплексни оценки, например едно- или многокомпонентни модели. Повече подробности могат да бъдат получени от съответните литературни източници (35)(36)(37). 

Всички подходи имат своите силни и слаби страни, и са разнообразни по отношение сложността им. Чрез кинетиката от първи порядък може да се получи прекалено опростяване на процесите на разграждане и разпределение, но по този начин e възможно да се изчисли скоростна константа или време на полуживот – параметър, който е лесно разбираем и може да се използва при  симулационно моделиране и изчисляване на PEC. Емпиричните подходи или линейните трансформации могат да спомогнат за точно графично представяне на данните, и следователно да позволят по- точно определяне на стойностите на времето за полуживот, DT50 и, ако е подходящо, DT75 и DT90. Използването на получените константи обаче е ограничено. Чрез използването на компонентни модели може да се изчислява серия полезни константи, които са важнни за оценката на риска, и които описват скоростта на разграждане на химикала в различните компоненти и неговото разпределение. Те трябва да бъдат използвани също при оценяване на скоростните константи на образуване и разграждане на основните продукти от трансформацията.

При всички случаи, изборът на конкретния метод трябва да бъде обоснован и експериментаторът трябва да демострира неговите графични и/ или статистически преимуществата. 

3. ОТЧИТАНЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ

3.1 ПРОТОКОЛ ОТ ИЗПИТВАНЕТО

Протоколът от изпитването трябва да включва следната информация:

Изпитвано вещество:

- търговско наименование, химично наименование, CAS номер, структурна формула (положението на радиоактивния маркер, когато се използва материал с белязан радиоактивен изотоп)  и съответните физико- химични свойства;

- чистота (примеси) на изпитваното вещество;

- радиохимична чистота на белязания химикал и моларна aктивност (където е подходящо);

Вещества за сравнение:

- химично наименование и структура на веществата за сравнение, използвани за охарактеризиране и/ или идентифициране на продуктите от трансформацията.
Изпитвани седименти и води:

- местоположение и описание на местата за вземане на водни седиментни проби, включително, ако е възможно, исторически данни за замърсяването;

- цялата информация, свързана със събирането, съхранението (ако има) и аклиматизирането на водно- седиментните системи;

- характеристики на водно- седиментните проби, както е посочено в списъка на таблицата, представена в т. 1.8.2.2.
Условия на изпитването:

- използвана система за изпитване (напр. проточна, биометрична, начин на вентилация, метод за разбъркване, обем на водата, маса на седимента, дебелина на двата слоя- воден и седиментен, обем на съдовете за изпитване и др.);

- прилагане на изпитваното вещество в системата за изпитване: използвана концентрация за изпитване, брой на успоредните проби и контролите, начин на прилагане на изпитваното вещество (напр. употреба на разтворител, ако има) и др.;

- инкубационна температура;

- времена на пробовземане;

- методи за екстракция и тяхната ефективност, както и аналитични методи и откриваеми минимуми;

- методи за характеризиране/идентифициране на продуктите от трансформацията;

- отклонения от протокола за изпитването или условията на изпитването по време на експеримента.
Резултати:

- фигури, представящи необработени данни от представителни анализи (всички необработени данни трябва да бъдат съхранени в съответствие с принципите на добрата лабораторна практика);

- повторяемост и чувствителност на използваните аналитични методи;

- аналитичен добив (% -те стойности за валиден експеримент са посочени в точка  1.7.1);

- таблици с резултати, представени като % на приложената доза и в mg.kg-1 във вода, седимент и цялата система (само в %), за изпитваното вещество и, ако е подходящо, за продуктите от трансформацията и неекстрахируемата радиоактивност;

- баланс на масата по време на и в края на изпитванията;

- графично представяне на трансформацията във воднaта и седиментната фракции и в цялата система (включително минерализация);

- степен на минерализация;

- стойности на времето на полуживот, DT50 и, ако е подходящо, на DT75 и DT90 за изпитваното вещество и, където е подходящо, за основните продукти от трансформацията, включително доверителни граници във вода, седимент и в цялата система;

- оценка на кинетиката на трансформацията на изпитваното вещество и, където е подходящо, на основните продукти от трансформацията;

- предлагани пътища на трансформация, където е подходящо;

- обсъждане на резултатите.
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ПРИЛОЖЕНИЕ  1

РЪКОВОДСТВО ЗА АЕРОБНИ И АНАЕРОБНИ СИСТЕМИ ЗА ИЗПИТВАНЕ

Aeробна система за изпитване

Аеробната система за изпитване, описана в този метод, се състои от аеробен воден слой (обикновено концентрациите на кислород са в обхвата 7 дo 

10 mg.l-1) и седиментен слой, aeробен на повърхността и анаеробен под повърхността (обикновено средната стойност на редукционния потенциал (Eh) в анаеробната зона на седимента е в обхвата от –80 дo –190 mV). Над повърхността на водата във всеки инкубационен съд, преминава влажен въздух, за да се поддържа достатъчно количество кислород в горното пространство. 

Aнaeробна система за изпитване

При анаеробната система за изпитване, процедурата за изпитване основно е същата, както тази, изложена за аеробната система за изпитване, с изключение на това, че над повърхността на водата във всеки инкубационен съд, преминава влажен азот, за да се поддържа достатъчно количество азот в горното пространство. Седиментът и водата се разглеждат като анаеробни, щом редоксипотенциалът (Eh) е по- нисък от –100 mV. 

При анаеробно изпитване, оценката на минерализацията включва измерване на отделените въглероден диоксид и метан.

ПРИЛОЖЕНИЕ  2

ПРИМЕР ЗА ГАЗОПРОТОЧНА АПАРАТУРА



         

Безопасно улавяне- празен уловител

Улавяне 1: етиленгликол за улавяне на органични летливи съединения

Улавяне 2: сярна киселина 0,1М за улавяне на алкални летливи съединения

Улавяне 3 и 4: натриев хидроксид 2М за улавяне на въглероден диоксид и други кисели летливи съединения

ПРИЛОЖЕНИЕ 3

ПРИМЕР ЗА БИОМЕТРИЧНА AПАРАТУРА



ПРИЛОЖЕНИЕ  4

ПРИМЕРНО ИЗЧИСЛЕНИЕ НА ПРИЛОЖЕНАТА ДОЗА В СЪДОВЕТЕ ЗА ИЗПИТВАНЕ

Вътрешен диаметър на цилиндъра: = 8 cm

Дълбочина на водната колона, не съдържаща седимент: = 12 cm

Повърхностна площ: 3,142 х 4² = 50,3 cm²
Ниво на прилагане: 500 g изпитвано вещество/ha съответствуват на 5 µg/cm²
Общо µg: 5 х 50,3 = 251,5 µg

Количество към дълбочина 100 cm: 12 х 251,5 ÷ 100 = 30,18 µg

Обем на водната колона: 50,3 х 12 = 603 ml

Концентрация във вода: 30,18 ÷ 603 = 0,050 µg/ml или 50 µg/l ’

- за стъпка 3 обикновено се използват животни от един и същ пол (обикн. отженски пол)


- 0, 1, 2, 3: Брой на умиращите или умрелите животни при всяка стъпка


- GHS: Глобална хармонизирана система за класифициране (mg/kg телесно тегло)








некласифицирано








Изследване при 5000mg/kg телесно тегло:


 Виж Приложение 2











Липсва информация или наличната информация не е достатъчно убедителна.





Ефектът не може да се прогнозира или, когато е направена прогноза, тя е неубедителна или негативна.








2< рН <11.5 или рН ≤2 или ≥ 11.5


с нисък буферен капацитет или без буферен капацитет, когато е необходимо той да се вземе предвид





Липсва такава информация или наличната информация не е достатъчно убедителна.





Веществото не проявява корозивен ефект.





Все още не са налице валидирани и утвърдени in vitro или ex vivo методи за оценка на кожно дразнещо действие или веществото не проявява дразнещ ефект.





Не се наблюдава тежко увреждане.





Липсва информация или наличната информация не е достатъчно убедителна.





Ефектът не може да се прогнозира или, когато е направена прогноза, тя е неубедителна или негативна.








2< рН <11.5, или рН ≤2 или ≥ 11.5


с нисък буферен капацитет или без буферен капацитет, когато е необходимо той да се вземе предвид





Липсва такава информация или веществото не проявява висока токсичност.





Веществото не проявява корозивен ефект или все още не са налице валидирани и утвърдени in vitro или ex vivo методи за оценка на очно корозивно действие.





Веществото не проявява дразнещ ефект  или все още не са налице валидирани и утвърдени in vitro или ex vivo методи за оценка на очно дразнещо действие.





Веществото не проявява корозивно или изразено дразнещо действие върху кожата.





Увреждането не е тежко или не се наблюдава увреждане.





Натронкалк за абсорбиране на СО2





Маслено - третирана стъклена вата или полиуретанова пяна


 за абсорбиране на органични разтворители





Почва + изпитвано вещество





Въздух


или азот





Водно - седиментно разграждане


(устройство на системата)





Дейонизирана вода





Дейонизирана вода








Безопасно


 улавяне





Улавяне


1





Улавяне


2








Улавяне


3








Улавяне


4








Улавяне на летливите съединения





Безопасно


 улавяне








Входен 


колектор








Инкубационна


единица (съд)





Аквариумни вентили


изходящ колектор





Изходни уловители 





Вакуум линия





Седимент





Повърхностна вода





Входни уловители 








Уред за екстрахиране на СО2





Отвар за определяне 


на О2 във водата





Отвар за определяне на газа 


(със затворена преграда)





Седимент





Магнитна бъркалка





Вода





Бъркалка





Система за абсорбция на СО2 и за адсорбция на летливи органични съединения  


(насищане с О2)








(�) Например, в рамкитe на правилата на ООН, свързани с транспорта.


(�) Киселината трябва да се титрува преди изпитването, за да се установи нейната концентрация.


(�) Напр.: В използваната литература (1) се използват 50 % (w/w) перхлорна киселина и 40 % (w/w) натриев хлорат.


(�) Напр. целулозен прах CF 11‚ каталожен No 4021 050‚ използван в хроматографскa колона Whatman.


(�) Потвърдено чрез (напр.) титруване по Kaрл-Фишер.


(�) Алтернативно, това водно съдържание може да бъде постигнато (напр.) чрез нагряване при 105 °C под вакум в продължение на 24 h.


(�) Смеси на окислители с целулоза трябва да бъдат третирани като потенциално експлозивни и да се работи с тях с повишено внимание.


(�) На практика това може да се постигне чрез приготвяне в по-големи количества от нужното за опита на смес от течността, която ще бъде изпитвана и целулоза в съотношение 1:1, от която се прибавя 5 ± 0,1 g в съда под налягане. Сместа трябва да бъде прясно приготвена за всеки опит.


(�) По - специално, контактът между съседните намотки на серпентината трябва да бъде избегнат.


(�) Виж препратка 1 за интерпретиране на резултатите, съгласно регулациите на ООН за транспорт с използуването на няколко сравнителни вещества


(� ) Например, ако изпитваното вещество съдържа един пръстен,  се изисква маркиране на този пръстен; ако изпитваното вещество съдържа два или повече пръстена, може да са необходими отделни изследвания за оценяване поведението на всеки маркиран пръстен, за да се получи подходяща информация за образуването на продуктите от трансформацията


(�) Способността на почвата да задържа вода може да бъде измерена като повърхностен капацитет, като способност за задържане на вода или като водно налягане на всмукване (pF). За обяснение, виж Приложение 1. В протоколите от изпитването трябва да бъде отчетено, дали характеристиките на почвата, свързани със способността ù да задържа вода и насипната ù плътност са определени в необработвани повърхностни проби или в обработвани (преработени) проби


(�) Последните резултати от изследванията показват, че почвите от климатичните зони могат също да бъдат съхранявани при –20 °C за повече от три месеца (28)(29) без значителни загуби на микробната активност


(�) Почвата не трябва да бъде нито твърде влажна, нито прекалено суха, за да се поддържат подходящи аерация и хранене на почвената микрофлора. Препоръчва се съдържанието на влага в почвата за оптимален микробиален растеж да е в обхват от 40-60 % от способността за задържане на вода (WHC) и от 0.1-0.33 bar (6). Последният обхват е еквивалентен на pF- обхвата от 2.0 – 2.5. Характерните стойности на влажността на различните типове почви са посочени в Приложение 2. 


(�) Aeробните условия са доминиращи при повърхностни почви и дори при почви под повърхността, както е показано в един изследователски проект, финансиран от EU [K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods, field site, seasonal variation in subsoil temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol., 270-277, 17-21 August 1992, Sigtuna, Sweden]. Анаеробни условия могат да възникнат само случайно при наводнение на почвите след тежки проливни дъждове или когато се създадат  наводнени условия в оризовите полета.


(�)  Aeробни изпитвания могат да бъдат приключени много преди 120- дневния  период ,  когато ясно се констатира, че са достигнати окончателния път на трансформиране и пълната минерализация. Приключване на изпитването е възможно след 120 дни или при най- малко 90 %-на трансформация на изпитваното вещество, но само когато се е образувал най- малко 5 % CO2.


(�) Началната концентрация се изчислява въз основа на следното уравнение:


� EMBED Equation.3  ���


Cпочва = Начална концентрация в почвата[mg.kg-1]


A = Ниво на прилагане[kg.ha-1]; 1 = дебелина на почвения слой на полето [m]; d = насипна плътност на суха почва [kg.m-3].


Практическо правило е,  при ниво на прилагане 1 kg.ha-1 концентрациите в почвата са  приблизително 1 mg.kg-1 в 10 cm слой (приема се насипна плътност от 1 g.cm-3).





(�) Например, ако изпитваното вещество съдържа един пръстен,  се изисква маркиране на този пръстен; ако изпитваното вещество съдържа два или повече пръстена, може да са необходими отделни изследвания за оценяване поведението на всеки маркиран пръстен, за да се получи подходяща информация за образуването на продуктите от трансформацията.


(�) Поради това, че алкалните абсорбционни разтвори също поглъщат въглероден диоксид от вентилирания въздух, както и въгрелоден диоксид, получен чрез дишане при аеробни експерименти, те трябва да бъдат сменяни на равни интервали от време, за да се избегне тяхното насищане и поради това да се загуби тяхната абсорбционна способност


(�) [Глина + нанос] е минералната фракция на седимента с размер на < 50 μm


(�) Последните изследвания показват, че съхранението при 4°C може да доведе до намаляване на съдържанието на органичен въглерод в седимента, което води до понижение на микробната активност (34).


(�) Провеждането на изпитване с втора концентрация е от полза при химикали, които попадат в повърхностните води по различни пътища на въвеждане, и това води до значителни разлики в концентрациите, дотолкова доколкото по-ниските концентрации могат да бъдат анализирани с достатъчна точност


(�) В случаите, при които може да се получи бързо преокисление на продуктите от анаеробната трансформация, е необходимо поддържането на анаеробни условия по време на пробовземане и анализ.
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