
A.18. MOLEKYLÄR MEDELVIKT

OCH MOLEKYLÄR VIKTFÖRDELNING AV POLYMERER

1. METOD

Denna kromatografiska metod (genomträngning i gelé) är en kopia på OECD TG 118 (1996). Grundläggande
principer och annan teknisk information finns under hänvisning (1).

1.1 INLEDNING

Eftersom polymerernas egenskaper är så varierande är det omöjligt att beskriva en enda metod som ger exakta
förhållanden för separation och bedömning som täcker alla eventualiteter och särskilda företeelser vid
separation av polymerer. Särskilt komplexa polymera system är ofta inte mottagliga för kromatografisk analys
av genomträngning i gelé (GPC). När GPC inte är praktiskt genomförbart kan den molekylära vikten fastställas
med andra metoder (se bilaga). I sådana fall skall fullständig information om och motivering för den använda
metoden anges.

Den beskrivna metoden grundas på DIN-standard55672 (1). Detaljerad information om hur experimentet skall
utföras och hur datan skall bedömas finns i denna DIN-standard. Om experimentförhållandena måste ändras,
skall dessa förändringar motiveras. Andra standarder får tillämpas om full hänvisning därtill görs. I den
beskrivna metoden används polystyrenprover med känd polydispertion för kalibrering, som kan behöva
anpassas till vissa polymerer, t ex vattenlösliga och anpassade polymerer med långa molekylkedjor.

1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER

Den numerära medelmolekylvikten Mn och den viktmässigt molekylära medelvikten Mw fastställs med följande
ekvationer:

M

H

H
M

n

i
i

n

i

i
i

n= =

=

�

�

1

1

M

H xM

H
w

i
i

n

i

i
i

n= =

=

�

�

1

1

där

Hi är nivån på detektorsignalen från baslinjen för den kvarhållna volymen Vi,
Mi är polymerfraktionens molekylvikt vid den kvarhållna volymen Vi och
n är antalet datapunkter.

Bredden på den molekylära viktfördelningen, som är ett mått på systemdispertionen, fås med förhållandet
Mw/Mn.

1.3 RERERENSÄMNEN

Eftersom GPC är en relativ metod måste kalibrering göras. Normalt används tätt fördelad, linjärt konstruerad
standardpolystyren med känd medelmolekylvikt Mn och Mw och en känd molekylviktfördelning för detta
ändamål. Kalibreringskurvan kan bara användas för fastställande av molekylvikten för det okända provet om
separationsförhållandena för provet och standardämnena valts på exakt samma sätt.

Det fastställda förhållandet mellan molekylvikten och urlakningsvolymen gäller enbart under det aktuella
experimentets specifika förhållanden. Dessa förhållanden omfattar framför allt temperatur, lösning eller
lösningsblandning, kromatografiska förhållanden och separationskolonn eller kolonnsystem.



Den molekylvikt som fastställs för provet på detta sätt utgörs av relativa värden och beskrivs som polystyrenets
molekylära ekvivalensvikt. Detta innebär att molekylvikterna, beroende på struktur och kemisk skillnad mellan
provet och standardämnet, kan avvika från de absoluta värdena i större eller mindre utsträckning. Om andra
standardämnen används, t ex polyetylenglykol, polyetylenoxid, polymetylmetakrylat, polyakrylsyra skall skälet
därtill anges.

1.4 PRINCIPEN FÖR PROVNINGSMETODEN

Både provets molekylviktfördelning och medelmolekylvikter (Mn, Mw) kan fastställas med hjälp av GPC. GPC
är en särskild typ av vätskekromatografi där provet separeras beroende på de enskilda komponenternas
hydrodynamiska volymer (2).

Separationen utförs när provet passerar genom en kolonn fylld med poröst material, vanligtvis en organisk gelé.
Små molekyler kan passera igenom porerna medan stora molekyler kvarhålls. De stora molekylernas passage
blir därför kortare och dessa tas bort först. Medelstora molekyler passerar genom en del av porerna och/eller
elueras senare. De minsta molekylerna, med en hydrodynamisk medelradie mindre än porerna i gelén, kan
passera genom samtliga porer. Dessa elueras då sist.

I idealsituationen styrs separeringen helt och hållet av molekylstorleken, men i praktiken är det svårt att
förhindra att åtminstone en viss absorbtionseffekt inverkar störande. Ojämn packning i kolonnen och döda
volymer kan förvärra situationen (2).

Detektionen utförs med t ex reflextionsindex eller UV-absorbtion och ger en enkel fördelningskurva. För att
kunnatillskriva kurvan den faktiska molekylvikten måste kolonnen kalibreras, genom att polymerer med känd
molekylvikt och helst i stort sett liknande struktur, t ex olika standardpolysterener, tillåts passera genom
kolonnen. Normalt fås en typisk Gaus-kurva, i bland utdragen i en mindre svans på sidan för den låga
molekylvikten, om de vertikala axlarna anger mängden, i förhållandetill vikten, för de olika molekylvikter som
elueras, och den horisontella axeln står för den logaritmiska molekylvikten.

1.5 KVALITETSKRITERIER

Repeterbarheten (relativ standardavvikelse: RSD) för elutionsvolymen skall vara bättre än 0,3 %. Nödvändig
repeterbarhet för analysen måste säkerställas genom korrigering enligt intern standard om ett kromatogram
bedöms vara tidsberoende och inte omfattas av ovannämnda kriterie (1). Spridningen beror på standardämnets
molekylvikt. Följande värden är typiska för standardpolystyren:

Mp < 2000 Mw/Mn < 1,20

2000 < Mp < 106 Mw/Mn < 1,05

Mp > 106 Mw/Mn < 1,20

(Mp är standardämnets molekylvikt vid toppvärdet.)

1.6 BESKRIVNING AV PROVNINGSMETODEN

1.6.1 Beredning av lösningar med standardpolystyren

Standardpolystyrenen löses noggrant genom blandning i vald eluent. Hänsyn måste tastill tillverkarens
rekommendationer vid beredning av lösningarna.

Koncentrationen av de standardämnen som väljs beror på olika faktorer, t ex injektionsvolym,
lösningsviskositet och den analytiska detektorns känslighet. Maximal injektionsvolym måste anpassas till
kolonnens längd för undvikande av överbelastning. Typiska injektionsvolymer för analytiska separationer med
GPC och en kolonn på 30 cm x 7,8 mm ligger mellan 40 och 100µl. Större volymer kan användas men bör inte
överstiga 250µl. Det optimala förhållandet mellan injektionsvolym och koncentration måste fastställas innan
kolonnen kalibreras.



1.6.2 Beredning av provlösningen

I princip gäller samma krav för beredning av provlösning. Provet löses upp i lämpligt lösningsmedel, t ex
tetrahydrofuran (THF), genom omsorgsfull skakning. Det får under inga omständigheter lösas upp i
ultraljudsbad. Vid behov kan provlösningen renas genom ett membranfilter, med en finhet på mellan 0,2 och 2
µm.

Förekomst av oupplösta partiklar måste registreras i slutrapporten, eftersom dessa kan bero på
högviktsmolekyler. Lämplig metod skall användas för fastställande av viktandelen oupplösta partiklar.
Lösningen bör användas inom 24 timmar.

1.6.3 Apparater

- lösningsbehållare

- avluftningsapparat (när så krävs)

- pump

- pulsdämpare (när så krävs)

- injektionssystem

- kromatografikolonner

- detektor

- flödesmätare (när så krävs)

- apparat för registrering/bearbetning av data

- avfallskärl

Det måste säkerställas att GPC-systemet är inert avseende använda lösningsmedel, t ex genom användning av
stålkapilär för THF-lösningen.

1.6.4 Injektions- och lösningstillförselsystem

En definierad volym av lösningsprovet fylls i kolonnen, antingen automatiskt eller manuellt, i en tydligt
definierad zon. Alltför snabb utdragning eller intryckning av kolven i sprutan, om fyllningen sköts manuellt,
kan förorsaka förändringar i den observerade molekylviktfördelningen. Systemet för tillförsel av lösning skall
så långt möjligt vara pulsfritt, helst med inbyggd pulsdämpning. Flödeshastigheten skall vara ca 1 ml/min.

1.6.5 Kolonn

Polymeren kännetecknas, beroende på provet, antingen genom användning av enkel kolonn eller flera kolonner
kopplade i serie. Ett antal porösa kolonnmaterial med definierade egenskaper, t ex porstorlek, exklutionsgränser
osv, finns kommersiellt tillgängliga. Val av separationsgelé och kolonnlängd beror både på provets egenskaper
(hydrodynamisk volym, molekylviktfördelning) och specifika förhållandena för separationen, som t ex lösning,
temperatur och flödeshastighet (1) (2) (3).

1.6.6 Teoretiska plattor

Den kolonn eller kolonnkombination som används för separationen måste karakteriseras av antalet teoretiska
nivåer. Detta inkluderar, när THF används som elutionslösning, fyllning av en lösning av etylbensen eller annan
lämplig icke-polär lösning i en kolonn med känd längd. Antalet teoretiska nivåer fås med följande ekvation:
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där

N är antalet teoretiska nivåer,

Ve är elutionsvolymen vid toppvärdet,

W är toppvärdets baslinjebredd och

W1/2 är toppbredden vid halva höjden

1.6.7 Separationseffektivitet

Förutom antalet teoretiska nivåer, som styr bandbredden, spelar också separationseffektiviteten, som bestäms av
lutningen på kalibreringskurvan, en viss roll. Separationseffektiviteten för en kolonn fås med följande
förhållande:
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Ve,Mx är elutionsvolymen för polystyren med molekylviktenMx och

Ve,(10.Mx)är elutionsvolymen för polystyren med en tio gånger större molekylvikt.

Systemets upplösning definieras normalt som:
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Ve1 ochVe2 är elutionsvolymerna för de två standardpolystyrenerna vid maximalt toppvärde,

W1 ochW2 är baslinjebredden vid toppvärde och

M1 ochM2 är molekylvikten vid maximalt toppvärde (bör skilja sig åt med en faktor på 10).

R-värdet för kolonnsystemet bör vara större än 1,7 (4).

1.6.8 Lösningsmedel

Samtliga lösningsmedel måste ha hög renhet (för THF används en renhet på 99,5 %).
Lösningsmedelsbehållaren, om nödvändigt i en inert gasatmosfär) skall vara tillräckligt stor för kalibrering av
kolonnen och flera provanalyser. Lösningsmedlet skall avgasas innan det via pumpen transporterastill
kolonnen.

1.6.9 Temperaturövervakning

Temperaturen i de kritiska, interna komponenterna (injektionsslinga, kolonn, detektor och rörsystem) skall vara
jämn och anpassad till valt lösningsmedel.

1.6.10 Detektor

Syftet med detektorn är att kvantitativt registrera koncentrationen i det prov som elueras från kolonnen. För att
undvika onödig breddning av toppvärden skall detektorcellens kuvettvolym hållas såliten som möjligt. Den bör
inte vara större än 10µl, utom för lättflyktiga och tunna detektorer. Differentialrefraktometri används vanligtvis
för detektion. Om provets eller elutionslösningens särskilda egenskaper så kräver kan emellertid andra
detektortyper användas, t ex UV/VIS, IR, viskositetsdetektorer osv.



2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 DATA

Detaljerade utvärderingskriterier och krav avseende insamling och bearbetning av data skall uppfylla kraven i
DIN-standarden (1).

Två sinsemellan oberoende experiment skall utföras för varje prov. Experimenten skall analyseras individuellt.

Mn, Mw, Mw/Mn och Mp skall anges för varje mätning. Det är nödvändigt att uttryckligen ange att uppmätta
värden är relativa värden, ekvivalenta mot molekylvikten för det standardämne som använts.

Efter fastställande av retentionsvolymerna eller retentionstiderna (eventuellt korrigerade med en intern
standard), plottas log Mp-värdena (Mp är maximalt toppvärde för kalibreringsämnet) mot en av nämnda
mängder. Minst två kalibreringspunkter krävs per tiotal molekylvikter och minst fem mätpunkter för den totala
kurvan, som skall täcka provets uppskattade molekylvikt. Kalibreringskurvans ändpunkt för den låga
molekylvikten definieras av n-hexylbenzen eller annan lämplig icke-polär lösning. Medelantal och medelvikt
för molekylvikterna fastställs allmänt med elektronisk databearbetning, baserad på formlerna i avsnitt 1.2. Om
manuell digitalisering används kan råd hämtas från ASTM D 3536-91 (3).

Fördelningskurvan skall presenteras i tabellform eller som ett diagram (differentialfrekvens eller summa
procentandel mot log M). I den grafiska presentationen skall varje tiotal molekylvikter normalt ha en bredd på 4
cm, och maximalt toppvärde skall ligga på ungefär 8 cm höjd. Vid intregralfördelningskurvor skall skillnaderna
mellan 0 och 100 % vara ungefär 10 cm.

2.2 PROVNINGSRAPPORT

Provningsrapporten skall innehålla följande information:

2.2.1 Undersökt ämne:

- tillgänglig information om detundersökta ämnet (identitet, tillsatser, föroreningar);

- beskrivning av hanteringen av provet, anmärkningar, problem.

2.2.2 Instrument

- eluentbehållare, inertgas, avgasning av eluenten, eluentens sammansättning, föroreningar;

- pump, pulsdämpare, injektionssystem;

- separationskolonner (tillverkare, all information om kolonnernas karakteristika, som porstorlek, typ av
separationsmaterial, osv., antal, längd och inbördes ordning på använda kolonner);

- antal teoretiska nivåer i kolonnen eller kolonnkombinationen, separationseffektivitet
(systemupplösning);

- information om topparnas symmetri;

- kolonntemperatur, typ av temperaturövervakning;

- detektor (mätprincip, typ, kuvettvolym);

- flödesmätare om sådan används (tillverkare, mätprincip);

- system för registrering och bearbetning av data (hårdvara och mjukvara).

2.2.3 Systemkalibrering:

- detaljerad beskrivning av den metod som används för konstruktion av kalibreringskurvan;

- information om kvalitetskriterier för den aktuella metoden (t ex koordinationskoefficient, kvadraternas
summeringsfel, osv);

- information om all extrapolering, alla antaganden och approximeringar gjorda under
experimentproceduren samt om bedömning och bearbetning av data ;

- alla mätningar som gjorts för konstruktion av kalibreringskurvan skall dokumenteras i en tabell som
inkluderar följande information för varje kalibreringspunkt:



- provets namn

- provets tillverkare

- karakteristikvärden för standardämnena Mp, Mn, Mw, Mw/Mn, enligt tillverkaren eller från
efterföljande mätningar, tillsammans med detaljerade uppgifter om bestämningsmetoden

- insprutningsvolym och insprutningskoncentration

- Mp värde för kalibrering

- elueringsvolym eller korrigerad retentionstid mätt vid maximalt toppvärde

- Mp beräknat vid maximalt toppvärde

- procentfel för beräknat Mp och kalibreringsvärde

2.2.4 Bedömning:

- bedömning på tidsbasis: metoder som används för att säkerställa önskad reproducerbarhet
(korrektionsmetod, intern standard osv.);

- information om huruvida bedömningen gjorts på basis av elutionsvolymen eller retentionstiden;

- information om gränserna för bedömningen, om ett toppvärde inte analyserats fullständigt;

- beskrivning av utjämningsmetoder, om sådana används;

- beredning av och förbehandlingsprocedurer för provet;

- närvaro av oupplösta partiklar, om sådana förekommit;

- injektionsvolym (µl) och injektionskoncentration (mg/ml);

- anmärkningar om effekter som lett till avvikelser från den ideala GPC-profilen;

- detaljerad beskrivning av alla ändringar i provningsförfarandet;

- detaljerade uppgifter om felområden;

- all övrig information och anmärkningar relevanta för tolkningen av resultatet.

3. REFERENSER

(1) DIN 55672 (1995) Gelégenomträngningskromatografi (GPC) med tetrahydrofuran (THF) som
elutionsmedel, del 1.

(2) Yau, W.W., Kirkland, J.J., and Bly, D.D. eds. (1979). Modern Size Exclusion Liquid Chromatography, J.
Wiley and Sons. (ung. Modern vätskeuteslutningskromatografi för uteslutning)

(3) ASTM D 3536-91, (1991). Standardmetod för analys av medelmolekylvikter och molekylviktfördelning
med vätskeuteslutningskromatografi (gelégenomträngningskromatografi - GPC). American Society for
Testing and Materials, Philadelphia, Pennsylvania.

(4) ASTM D 5296-92, (1992). Standardmetod för analys av medelmolekylvikter och molekylviktfördelning i
of polystyren med storleksseparationskromatografi av. American Society for Testing and Materials,
Philadelphia, Pennsylvania.



BILAGA

EXEMPEL PÅ ANDRA METODER FÖR FASTSTÄLLANDE AV

MEDELANTALET MOLEKYLVIKT (M n) FÖR POLYMERER

Gelegenomträngningskromatografi (GPC) är den metod som är att föredra för fastställande av Mn, framför allt
när en uppsättning standardämnen finns tillgängliga, vilkas struktur är jämförbar med polymerens struktur. När
det föreligger praktiska svårigheter med användning av GPC eller det redan finns en förväntan att ämnet inte
kommer att uppfylla ett vanligt Mn-kriterie (och detta kräver bekräftelse) finns emellertid alternativa metoder,
som t ex:

1. Utnyttjande av kolligativa egenskaper

1.1 Ebullioscopi/kryoscopi: inkluderar mätning av kokpunktshöjning (ebullioscopi) eller
fryspunktssänkning (cryoscopi) för ett lösningsmedel när polymeren tillsätts. Metoden grundas på det
faktum att den upplösta polymerens effekt på vätskans kok- och/eller fryspunkt beror på polymerens
molekylvikt (1) (2).

Tillämpningsbarhet, Mn < 20 000

1.2 Sänkning av ångtryck: inkluderar mätning av ångtrycket för en vald referensvätska före och efter
tillsats av kända mängder polymerer (1) (2).

Tillämpningsbarhet, Mn < 20 000 (teoretiskt, i praktiken emellertid ett begränsat värde)

1.3 Membranosmometri: grundas på osmosprincipen, dvs den naturliga tendensen för molekylerna i en
lösning att passera genom ett halvgenomträngligt membran från en lösning till en koncentrerad lösning

för att uppnå balans. I detta prov har den uppblandade lösningen nollkoncentration, medan den koncentrerade
lösningen innehåller polymeren. Lösningens passage genom membranet förorsakar ett differenstryck som
är avhängigt koncentrationen och polymerens molekylvikt (1) (3) (4).

Tillämpningsbarhet, Mn mellan 20 000 - 200 000.

1.4 Ångfasosmometri: inkluderar jämförelse av förångningshastigheten för en ren aerosollösningtill minst
tre areosoler innehållande polymeren vid olika koncentrationer (1) (5) (6).

Tillämpningsbarhet, Mn < 20 000.

2. Ändgruppanalys

För att kunna använda denna metod krävs kunskap om både polymerens övergripande struktur och om
den typ av kedja som avslutar ändgrupperna (som måste vara urskiljningsbar från huvudstrukturen med t
ex NMR eller titrering/derivatisering) Fastställandet av molekylkoncentrationen i polymerens ändgrupper
kan ge ett värde för molekylvikten (7) (8) (9).

Tillämpningsbarhet, Mn upp till 50 000 (med minskande tillförlitlighet)
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A.19. INNEHÅLL AV LÅGMOLEKYLVIKTSPOLYMERER

1. METOD

Denna kromatografiska metod (genomträngning i gelé) är en kopia på OECD TG 119 (1996). Grundläggande
principer och annan teknisk information finns i hänvisningarna.

1.1 INLEDNING

Eftersom polymerernas egenskaper är så varierande är det omöjligt att beskriva en enda metod som ger exakta
förhållanden för separation och bedömning som täcker alla eventualiteter och särskilda företeelser vid
separation av polymerer. Särskilt komplexa polymera system är ofta inte mottagliga för kromatografisk analys
av genomträngning i gelé (GPC). När GPC inte är praktiskt genomförbart kan den molekylära vikten fastställas
med andra metoder (se bilaga). I sådana fall skall fullständig information om och motivering för den använda
metoden anges.

Den beskrivna metoden grundas på DIN-standard55672 (1). Detaljerad information om hur experimentet skall
utföras och hur datan skall bedömas finns i denna DIN-standard. Om experimentförhållandena måste ändras,
skall dessa förändringar motiveras. Andra standarder får tillämpas om full hänvisning därtill görs. I den
beskrivna metoden används polystyrenprover med känd polydispertion för kalibrering, som kan behöva
anpassas till vissa polymerer, t ex vattenlösliga och anpassade polymerer med långa molekylkedjor.

1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER

Låg molekylvikt definieras som en molekylvikt under1000 dalton.

Den numerära medelmolekylvikten Mn och den viktmässigt molekylära medelvikten Mw fastställs med följande
ekvationer:

M

H

H
M

n

i
i

n

i

i
i

n= =

=

�

�

1

1

M

H xM

H
w

i
i

n

i

i
i

n= =

=

�

�

1

1

där

Hi är nivån på detektorsignalen från baslinjen för den kvarhållna volymen Vi,
Mi är polymerfraktionens molekylvikt vid den kvarhållna volymen Vi och
n är antalet datapunkter.

Bredden på den molekylära viktfördelningen, som är ett mått på systemdispertionen, fås med förhållandet
Mw/Mn.

1.3 RERERENSÄMNEN

Eftersom GPC är en relativ metod måste kalibrering göras. Normalt används tätt fördelad, linjärt konstruerad
standardpolystyren med känd medelmolekylvikt Mn och Mw och en känd molekylviktfördelning för detta
ändamål. Kalibreringskurvan kan bara användas för fastställande av molekylvikten för det okända provet om
separationsförhållandena för provet och standardämnena valts på exakt samma sätt.

Det fastställda förhållandet mellan molekylvikten och urlakningsvolymen gäller enbart under det aktuella
experimentets specifika förhållanden. Dessa förhållanden omfattar framför allt temperatur, lösning eller
lösningsblandning, kromatografiska förhållanden och separationskolonn eller kolonnsystem.



Den molekylvikt som fastställs för provet på detta sätt utgörs av relativa värden och beskrivs som polystyrenets
molekylära ekvivalensvikt. Detta innebär att molekylvikterna, beroende på struktur och kemisk skillnad mellan
provet och standardämnet, kan avvika från de absoluta värdena i större eller mindre utsträckning. Om andra
standardämnen används, t ex polyetylenglykol, polyetylenoxid, polymetylmetakrylat, polyakrylsyra skall skälet
därtill anges.

1.4 PRINCIPEN FÖR PROVNINGSMETODEN

Både provets molekylviktfördelning och medelmolekylvikter (Mn, Mw) kan fastställas med hjälp av GPC. GPC
är en särskild typ av vätskekromatografi där provet separeras beroende på de enskilda komponenternas
hydrodynamiska volymer (2).

Separationen utförs när provet passerar genom en kolonn fylld med poröst material, vanligtvis en organisk gelé.
Små molekyler kan passera igenom porerna medan stora molekyler kvarhålls. De stora molekylernas passage
blir därför kortare och dessa tas bort först. Medelstora molekyler passerar genom en del av porerna och/eller
elueras senare. De minsta molekylerna, med en hydrodynamisk medelradie mindre än porerna i gelén, kan
passera genom samtliga porer. Dessa elueras då sist.

I idealsituationen styrs separeringen helt och hållet av molekylstorleken, men i praktiken är det svårt att
förhindra att åtminstone en viss absorbtionseffekt inverkar störande. Ojämn packning i kolonnen och döda
volymer kan förvärra situationen (2).

Detektionen utförs med t ex reflextionsindex eller UV-absorbtion och ger en enkel fördelningskurva. För att
kunnatillskriva kurvan den faktiska molekylvikten måste kolonnen kalibreras, genom att polymerer med känd
molekylvikt och helst i stort sett liknande struktur, t ex olika standardpolysterener, tillåts passera genom
kolonnen. Normalt fås en typisk Gaus-kurva, i bland utdragen i en mindre svans på sidan för den låga
molekylvikten, om de vertikala axlarna anger mängden, i förhållandetill vikten, för de olika molekylvikter som
elueras, och den horisontella axeln står för den logaritmiska molekylvikten.

Innehållet med låg molekylvikt härleds från denna kurva. Beräkningen kan bara bli korrekt om innehållet av
lågmolekylviktarter är jämnt fördelat i polymermassan.

1.5 KVALITETSKRITERIER

Repeterbarheten (relativ standardavvikelse: RSD) för elutionsvolymen skall vara bättre än 0,3 %. Nödvändig
repeterbarhet för analysen måste säkerställas genom korrigering enligt intern standard om ett kromatogram
bedöms vara tidsberoende och inte omfattas av ovannämnda kriterie (1). Spridningen beror på standardämnets
molekylvikt. Följande värden är typiska för standardpolystyren:

Mp < 2000 Mw/Mn < 1.20

2000 < Mp < 106 Mw/Mn < 1.05

Mp > 106 Mw/Mn < 1.20

(Mp är standardämnets molekylvikt vid toppvärdet.)

1.6 BESKRIVNING AV PROVNINGSMETODEN

1.6.1 Beredning av lösningar med standardpolystyren

Standardpolystyrenen löses noggrant genom blandning i vald eluent. Hänsyn måste tastill tillverkarens
rekommendationer vid beredning av lösningarna.

Koncentrationen av de standardämnen som väljs beror på olika faktorer, t ex injektionsvolym,
lösningsviskositet och den analytiska detektorns känslighet. Maximal injektionsvolym måste anpassas till
kolonnens längd för undvikande av överbelastning.



Typiska injektionsvolymer för analytiska separationer med GPC och en kolonn på 30 cm x 7,8 mm ligger
mellan 40 och 100µl. Större volymer kan användas men bör inte överstiga 250µl. Det optimala förhållandet
mellan injektionsvolym och koncentration måste fastställas innan kolonnen kalibreras.

1.6.2 Beredning av provlösningen

I princip gäller samma krav för beredning av provlösning. Provet löses upp i lämpligt lösningsmedel, t ex
tetrahydrofuran (THF), genom omsorgsfull skakning. Det får under inga omständigheter lösas upp i
ultraljudsbad. Vid behov kan provlösningen renas genom ett membranfilter, med en finhet på mellan 0,2 och 2
µm.

Förekomst av oupplösta partiklar måste registreras i slutrapporten, eftersom dessa kan bero på
högviktsmolekyler. Lämplig metod skall användas för fastställande av viktandelen oupplösta partiklar.
Lösningen bör användas inom 24 timmar.

1.6.3 Korrigering för innehåll av föroreningar och tillsatser

Korrigering av artinnehållet av M < 1000 för bidraget från närvarande icke-polymera specifika komponenter (t
ex föroreningar och/eller tillsatser) krävs normalt, med mindre det uppmätta innehållet redan är mindre än 1 %.
Detta fås genom direkt analys av polymerlösningen eller GPC-eluaten.

När eluaten efter passage genom kolonnen skall spädas för ytterligare analys, skall den vara koncentrerad. Det
kan vara nödvändigt att evaporera eluaten till torrhet och lösa upp den igen. Eluatkoncentrationen skall göras
under förhållanden som garanterar att inga förändringar uppstår i eluaten. Hanteringen av eluaten efter GPC-
steget är beroende av den analysmetod som används för mängdbestämningen.

1.6.4 Apparater

GPC-apparater består av följande komponenter:

- lösningsbehållare

- avluftningsapparat (när så krävs)

- pump

- pulsdämpare (när så krävs)

- injektionssystem

- kromatografikolonner

- detektor

- flödesmätare (när så krävs)

- apparat för registrering/bearbetning av data

- avfallskärl

Det måste säkerställas att GPC-systemet är inert avseende använda lösningsmedel, t ex genom användning av
stålkapilär för THF-lösningen.

1.6.5 Injektions- och lösningstillförselsystem

En definierad volym av lösningsprovet fylls i kolonnen, antingen automatiskt eller manuellt, i en tydligt
definierad zon. Alltför snabb utdragning eller intryckning av kolven i sprutan, om fyllningen sköts manuellt,
kan förorsaka förändringar i den observerade molekylviktfördelningen. Systemet för tillförsel av lösning skall
så långt möjligt vara pulsfritt, helst med inbyggd pulsdämpning. Flödeshastigheten skall vara ca 1 ml/min.



1.6.6 Kolonn

Polymeren kännetecknas, beroende på provet, antingen genom användning av enkel kolonn eller flera kolonner
kopplade i serie. Ett antal porösa kolonnmaterial med definierade egenskaper, t ex porstorlek, exklutionsgränser
osv, finns kommersiellt tillgängliga. Val av separationsgelé och kolonnlängd beror både på provets egenskaper
(hydrodynamisk volym, molekylviktfördelning) och specifika förhållandena för separationen, som t ex lösning,
temperatur och flödeshastighet (1) (2) (3).

1.6.7 Teoretiska nivåer

Den kolonn eller kolonnkombination som används för separationen måste karakteriseras av antalet teoretiska
nivåer. Detta inkluderar, när THF används som elutionslösning, fyllning av en lösning av etylbensen eller annan
lämplig icke-polär lösning i en kolonn med känd längd. Antalet teoretiska nivåer fås med följande ekvation:
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N är antalet teoretiska nivåer,

Ve är elutionsvolymen vid toppvärdet,

W är toppvärdets baslinjebredd och

W1/2 är toppbredden vid halva höjden

1.6.8 Separationseffektivitet

Förutom antalet teoretiska nivåer, som styr bandbredden, spelar också separationseffektiviteten, som bestäms av
lutningen på kalibreringskurvan, en viss roll. Separationseffektiviteten för en kolonn fås med följande
förhållande:
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Ve,Mx är elutionsvolymen för polystyren med molekylviktenMx och

Ve,(10.Mx)är elutionsvolymen för polystyren med en tio gånger större molekylvikt.

Systemets upplösning definieras normalt som:
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Ve1 ochVe2 är elutionsvolymerna för de två standardpolystyrenerna vid maximalt toppvärde,

W1 ochW2 är baslinjebredden vid toppvärde och

M1 ochM2 är molekylvikten vid maximalt toppvärde (bör skilja sig åt med en faktor på 10).

R-värdet för kolonnsystemet bör vara större än 1,7 (4).



1.6.9 Lösningsmedel

Samtliga lösningsmedel måste ha hög renhet (för THF används en renhet på 99,5 %).
Lösningsmedelsbehållaren, om nödvändigt i en inert gasatmosfär) skall vara tillräckligt stor för kalibrering av
kolonnen och flera provanalyser. Lösningsmedlet skall avgasas innan det via pumpen transporterastill
kolonnen.

1.6.10 Temperaturövervakning

Temperaturen i de kritiska, interna komponenterna (injektionsslinga, kolonn, detektor och rörsystem) skall vara
jämn och anpassad till valt lösningsmedel.

1.6.11 Detektor

Syftet med detektorn är att kvantitativt registrera koncentrationen i det prov som elueras från kolonnen. För att
undvika onödig breddning av toppvärden skall detektorcellens kuvettvolym hållas såliten som möjligt. Den bör
inte vara större än 10µl, utom för lättflyktiga och tunna detektorer. Differentialrefraktometri används vanligtvis
för detektion. Om provets eller elutionslösningens särskilda egenskaper så kräver kan emellertid andra
detektortyper användas, t ex UV/VIS, IR, viskositetsdetektorer osv.

2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 DATA

Detaljerade utvärderingskriterier och krav avseende insamling och bearbetning av data skall uppfylla kraven i
DIN-standarden (1).

Två sinsemellan oberoende experiment skall utföras för varje prov. Experimenten skall analyseras individuellt.
Det är alltid viktigt att också ta fram data från blankprover, behandlade på samma sätt som det verkliga provet.

Det är nödvändigt att uttryckligen ange att uppmätta värden är relativa värden, ekvivalenta mot molekylvikten
för det standardämne som använts.

Efter fastställande av retentionsvolymerna eller retentionstiderna (eventuellt korrigerade med en intern
standard), plottas log Mp-värdena (Mp är maximalt toppvärde för kalibreringsämnet) mot en av nämnda
mängder. Minst två kalibreringspunkter krävs per tiotal molekylvikter och minst fem mätpunkter för den totala
kurvan, som skall täcka provets uppskattade molekylvikt. Kalibreringskurvans ändpunkt för den låga
molekylvikten definieras av n-hexylbenzen eller annan lämplig icke-polär lösning. Den del av kurvan som
svarar mot molekylvikter under1000 bestäms och korrigeras för föroreningar och tillsatser efter behov.
Elutionskurvorna bedöms i allmänhet med hjälp av elektronisk databehandling. Om manuell digitalisering
används kan råd hämtas från ASTM D 3536-91 (3).

Om någon olöslig polymer blir kvar i kolonnen är dess molekylvikt troligen högre än den upplösta fraktionen
och om hänsyn inte tas därtill kommer den att ge en för hög bedömning av innehållet lågmolekylvikter.
Riktlinjer för korrigering av innehållet av lågmolekylvikten för olöslig polymer ges i bilagan.

Fördelningskurvan skall presenteras i tabellform eller som ett diagram (differentialfrekvens eller summa
procentandel mot log M). I den grafiska presentationen skall varje tiotal molekylvikter normalt ha en bredd på 4
cm, och maximalt toppvärde skall ligga på ungefär 8 cm höjd. Vid intregralfördelningskurvor skall skillnaderna
mellan 0 och 100 % vara ungefär 10 cm.

2.2 PROVNINGSRAPPORT

Provningsrapporten skall innehålla följande information:



2.2.1 Undersökt ämne:

- tillgänglig information om detundersökta ämnet (identitet, tillsatser, föroreningar);

- beskrivning av hanteringen av provet, anmärkningar, problem.

2.2.2 Instrument:

- eluentbehållare, inertgas, avgasning av eluenten, eluentens sammansättning, föroreningar;

- pump, pulsdämpare, injektionssystem;

- separationskolonner (tillverkare, all information om kolonnernas karakteristika, som porstorlek, typ av
separationsmaterial, osv., antal, längd och inbördes ordning på använda kolonner);

- antal teoretiska nivåer i kolonnen eller kolonnkombinationen, separationseffektivitet (systemupplösning);

- information om topparnas symmetri;

- kolonntemperatur, typ av temperaturövervakning;

- detektor (mätprincip, typ, kuvettvolym);

- flödesmätare om sådan används (tillverkare, mätprincip);

- system för registrering och bearbetning av data (hårdvara och mjukvara).

2.2.3 Systemkalibrering:

- detaljerad beskrivning av den metod som används för konstruktion av kalibreringskurvan;

- information om kvalitetskriterier för den aktuella metoden (t ex koordinationskoefficient, kvadraternas
summeringsfel, osv);

- information om all extrapolering, alla antaganden och approximeringar gjorda under
experimentproceduren samt om bedömning och bearbetning av data;

- alla mätningar som gjorts för konstruktion av kalibreringskurvan skall dokumenteras i en tabell som
inkluderar följande information för varje kalibreringspunkt:

- provets namn

- provets tillverkare

- karakteristikvärden för standardämnena Mp, Mn, Mw, Mw/Mn, enligt tillverkaren eller från
efterföljande mätningar, tillsammans med detaljerade uppgifter om fastställandemetoden

- injektionsvolym och insprutningskoncentration

- Mp värde för kalibrering

- elueringsvolym eller korrigerad retentionstid mätt vid maximalt toppvärde

- Mp beräknat vid maximalt toppvärde

- procentfel för beräknat Mp och kalibreringsvärde.

2.2.4 Information om innehåll av lågmolekylvikt i polymer

- beskrivning av de metoder som används för analys och hur experimentet utfördes;

- information om andelen innehåll lågmolekylviktarter (w/w) för hela provet;

- information om föroreningar, tillsatser och andra icke-polymera arter, som viktandel i förhållande till
hela provet.



2.2.5 Bedömning:

- bedömning på tidsbasis: metoder som används för att säkerställa önskad reproducerbarhet
(korrektionsmetod, intern standard osv.);

- information om huruvida bedömningen gjorts på basis av elutionsvolymen eller retentionstiden;

- information om gränserna för bedömningen, om ett toppvärde inte analyserats fullständigt;

- beskrivning av utjämningsmetoder, om sådana används;

- beredning av och förbehandlingsprocedurer för provet;

- närvaro av oupplösta partiklar, om sådana förekommit;

- injektionsvolym (µl) och injektionskoncentration (mg/ml);

- anmärkningar om effekter som lett till avvikelser från den ideala GPC-profilen;

- detaljerad beskrivning av alla ändringar i provningsförfarandet;

- detaljerade uppgifter om felområden;

- all övrig information och anmärkningar relevanta för tolkningen av resultatet.
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BILAGA

RIKTLINJER FÖR KORRIGERING AV LÅGMOLEKYLÄRT INNEHÅLL

BEROENDE PÅ NÄRVARO AV OLÖSLIG POLYMER

När olösliga polymerer förekommer i ett prov, leder detta till massaförlustunder GPC-analysen. Den olösliga
polymeren kvarhålls definitivt i kolonnen eller provfiltret, medan den lösbara delen av provet passerar genom
kolonnen. När polymerens refraktiva indexökning (dn/dc) kan uppskattas eller mätas, kan provets massaförlust
i kolonnen uppskattas. I detta fall görs en korrigering med hjälp av en extern kalibrering med standardmaterial
med känd koncentration och dn/dc för kalibrering av refraktometerns reaktion. I nedanstående exempel används
en standardpolymer (metylmetakrylat) (pMMA).

Vid den externa kalibreringen för analys av akrylpolymerer analyseras en standard-pMMA med känd
koncentration i tetrahydrofuran med GPC, och resulterande data används för att få fram
refraktometerkonstanten med följande ekvation:

K = R / (C x V x dn/dc)

där:

K står för refraktometerkonstanten iµvs/ml,

R för reaktionen på standard-pMMA iµvs,

C för koncentrationen av standard-pMMA i mg/ml,

V för insprutningsvolymen i ml och

dn/dc är ökningen av refraktionsindexet för pMMA i tetrahydrofuran (i ml/mg).

Följande data är normala för en standard-pMMA:

R = 2937891

C = 1.07 mg/ml

V = 0,1 ml

dn/dc = 9 x 10-5 ml/mg

Resulterande K-värde, 3.05 x 1011, används därefter för att beräkna den teoretiska detektorreaktionen, om 100%
av den insprutade polymeren hade eluerat genom detektorn.



A.20. POLYMERERS BETEENDE I VATTEN VID LÖSNING/EXTRAKTION

1. METOD

Den beskrivna metoden är en kopia av en reviderad version av OECD TG 120 (1997). Ytterligare teknisk
information finns i hänvisning 1.

1.1 INLEDNING

För vissa polymerer, som t ex emultionspolymerer, kan visst inledande förberedande arbete krävas innan
nedanstående metod kan användas. Metoden är inte tillämplig på flytande polymerer och på polymerer som
under provningsförhållandena reagerar med vatten.

När metoden inte är praktisk eller möjlig kan beteendet vid lösning/extraktionundersökas med andra metoder. I
så fall skall fullständiga detaljer och motivering för den använda metoden anges.

1.2 REFERENSÄMNEN

Inga

1.3 UNDERSÖKNINGSMETODENS PRINCIP

Polymerernas beteende vid lösning/extraktion i vatten fastställs med flaskmetoden (se A.6 lösningsbarhet i
vatten, flaskmetod) med nedan beskrivna ändringar.

1.4 KVALITETSKRITERIER

Inga.

1.5 BESKRIVNING AV UNDERSÖKNINGSMETODEN

1.5.1 Utrustning

Följande utrustning krävs för denna metod:

- krossanordning, t ex kvarn för produktion av partiklar med känd storlek

- apparater för skakning med möjlighet till temperaturövervakning

- membranfiltersystem

- lämplig analysutrustning

- standardsil

1.5.2 Beredning av prover

Ett representativt prov skall först reduceras till en partikelstorlek på mellan 0,125 och 0,25 mm med lämplig sil.
Kylning kan krävas för provets stabilitet eller för malningsprocessen. Material med gummiliknande natur kan
krossas vid temperaturen på flytande kvävgas (1).

Om den önskade partikelstorleksfraktionen inte kan skapas skall åtgärd vidtas för att i största utsträckning
minska partikelstorleken och resultatet därav registreras. Det skall i rapporten anges på vilket sätt det krossade
provet förvarats fram tillundersökningen.



1.5.3 Förfarande

Tre prover på 10 g av det undersökta ämnet skall vägas i vart och ett av tre kärl försedda med glaspropp, och
därefter skall 1000 ml vatten tillsättas till varje kärl. Om hantering av 10 g polymer visar sig vara opraktiskt,
skall den närmast högre mängd som kan hanteras användas och vattenvolymen justeras i enlighet därmed.

Kärlen skall tillslutasnoggrant och därefter upphettastill 20 °C. En skak- eller omrörningsanordning som kan
arbeta vid konstant temperatur skall användas. Efter en period på 24 timmar skall innehållet i varje kärl
centrifugeras eller filtreras och polymerkoncentrationen i den klara vätskefasen fastställas med lämplig
analysmetod. Om ingen lämplig analysmetod för vätskefasen finns kan den totala
lösbarheten/extraktionsbarheten uppskattas utifrån filterrestens eller centrifugrestens torra vikt.

Det är vanligtvis nödvändigt att kvantitativt differentiera å ena sidan föroreningarna och tillsatserna och å andra
sidan de med låg molekylvikt . Det är också viktigt att vid gravimetriskt fastställande göra ett blankprov utan
undersökt ämne, för att kunna ta hänsyntill resterna från experimentet.

Polymerernas beteende vid lösning/extraktion i vatten vid 37°C och pH 2 sant pH 9 kan fastställas på samma
sätt såsom beskrivet för ufförandet av experimentet vid 20°C. pH-värdena kan erhållas genom tillsats av
antingen lämplig buffert eller syra eller bas, som t ex saltsyra, ättiksyra, analytiskt natrium eller kaliumhydroxid
eller NH3.

En eller två undersökningar skall göras, beroende på vilken analysmetod som används. Närtillräckligt specifika
metoder finns för direktanalys av vätskefasen avseende polymerkomponenten, är det tillräckligt med en sådan
undersökning som beskrivits här ovan. När sådana metoder inte finnstillgängliga och fastställande av
polymerens beteende vid lösning/extraktion begränsas till indirekt analys, genom fastställande enbart genom det
totala innehållet organiskt kol (TOC) i vätskeextraktet, skall ytterligare en undersökning göras. Denna
kompletterande undersökning skall också göras på tre prover, med tio gånger mindre polymer och samma
mängd vatten som använts vid den första undersökningen.

1.5.4 Analys

1.5.4.1 Undersökningar utförda med en provstorlek

Det kan finnas metoder tillgängliga för direktanalys av polymerkomponenter i vätskefasen. Alternativt kan
eventuellt också indirekt analys av upplösta/extraerade polymerkomponenter, genom fastställande av det totala
innehållet upplösningsbara delar och korrigering för ej polymerspecifika komponenter, göras.

Analys av vätskefasen avseende totala polymeriska arter är möjlig:

antingen genom tillräckligt känslig metod, t ex:

- TOC med hjälp av persulfat- eller dikromatupplösning för att producera CO2, följt av uppskattning med
IR-analys eller kemisk analys,

- Atomabsorbtionsspektrometri (AAS) eller dess induktivt kopplade plasmautsläpp (ICP) motsvarande
den för kisel- eller metallinnehållande polymerer,

- UV-absorbtion eller spektrofluorimetri för acrylpolymerer,

- LC-MS för lågmolekylviktsprover,

eller genom vakuumevaporation till torrhet av vätskeextraktet och spektroskopisk analys (IR, UV, osv) eller
AAS/ICP-analys av resten.

Om analys av vätskefasen som sådan inte är praktiskt genomförbar, skall vätskeextraktet extraeras med ett
vattenoupplösligt organiskt lösningsmedel, t ex klorerat kolväte. Lösningsmedlet evaporeras därefter och resten
analyseras enligt ovan avseende angivet polymerinnehåll. Komponenter i denna rest som identifieras som
föroreningar eller tillsatser skall subtraheras för bestämning av polymerens egen upplösning/extraktion.

När förhållandevis stora mängder sådant material finns närvarande, kan det vara nödvändigt att analysera
resterna med t ex HPLC- eller GC-analys för att differentiera föroreningarna från monomera och
monomerderiverade ämnen, så att det faktiska innehållet av det senare kan fastställas.



I vissa fall kan vanlig evaporation av det organiska lösningsmedlet till torrhet och vägning av den torra resten
vara tillräckligt.

1.5.4.2 Provning med två olika provstorlekar

Alla vätskeextrakt analyseras avseende total mängd organiskt kol.

Gravimetrisk bestämning skall göras på den oupplösta/ej extraerade delen av provet. Om polymerresten, efter
centrifugering eller filtrering av innehållet i varje kärl, sitter kvar på kärlväggen, skall kärlet sköljas med
filtratet tills kärlet är rent från alla synliga rester. Därefter skall filtratet återigen centrifugeras eller filtreras.
Kvarvarande rester på filtret eller i centrifugröret torkas vid 40°C under vakuum och vägs. Torkningen skall
fortsätta tills konstant vikt nås.

2. DATA

2.1 PROVNING MED EN ENDA PROVSTORLEK

De enskilda resultaten för var och en av de tre flaskorna samt medelvärdena skall anges och uttryckas i enheter
för massa/volym lösning (normalt mg/l) eller massa/massa av polymerprovet (normalt mg/g). Dessutom skall
provets viktförlust anges, beräknad som lösningens vikt dividerad med det ursprungliga provets vikt. Den
relativa standardavvikelsen skall beräknas. Enskilda värden skall ges för hela ämnet (polymer plus väsentliga
tillsatser osv) och för polymeren ensam (dvs efter subtraktion av bidraget från sådana tillsatser).

2.2 PROVNING MED TVÅ OLIKA PROVSTORLEKAR

De enskilda värdena för total mängd organiskt kol i vätskeextrakten för de två trippelexperimenten och
medelvärdet för varje experiment skall anges, uttryckt som massa per volym lösning (normalt mgC/l), samt som
massa per vikt för det ursprungliga provet (normalt mgC/g).

Om ingen skillnad föreligger mellan resultaten för stort respektive litet förhållande mellan prov och vatten, kan
detta innebära att alla extraherbara komponenter faktiskt extraherats. I sådana fall krävs normalt ingen direkt
analys.

Resternas individuella vikter skall anges och uttryckas i procent av provernas initialvikt. Medelvärden skall
beräknas för varje experiment. Skillnaderna mellan 100 och funnen procentandel representerar andelen
lösningsbart och extraherbart material i ursprungsprovet.

3. RAPPORT

3.1 PROVNINGSRAPPORT

Provningsrapporten skall innehålla följande information:

3.1.1 Undersökt ämne:

- tillgänglig information om ämnet, identitet, tillsatser, föroreningar, innehåll av varianter med låg
molekylvikt.

3.1.2 Experimentella förhållanden:

- beskrivning av tillämpat förfarande och experimentella förhållanden;

- beskrivning av analys- och detektionsmetoder.



3.1.3 Resultat:

- resultatet avseende lösningsbarhet/extraktionsbarhet i mg/l, individuella värden och medelvärden för
extraktionsprovet för de olika lösningarna, uppdelat i polymerinnehåll och föroreningar, tillsatser osv

- resultatet av upplösningen/extraktionen av polymeren i mg/g

- värden för det totala innehållet organiskt kol i vätskeextrakten, lösningens vikt och beräknade andel, om
denna mäts

- pH-värde för varje prov

- information om blankvärden

- vid behov hänvisningar till detundersökta ämnets kemiska instabilitet, bådeunder provnings- och
analysprocessen

- all information som är viktig för tolkningen av resultaten .

4. REFERENSER

(1) DIN 53733 (1976) Provtagning från plastprodukter för provningsändamål.



DEL B: METODER FÖR BESTÄMNING AV TOXICITET OCH ANDRA
HÄLSOEFFEKTER
ALLMÄN INLEDNING: DEL B
A. FÖRKLARANDE ANMÄRKNING
I denna inledning används följande numrering:
B.15 Genmutation - Saccharomyces cerevisiae
B.16 Mitotisk rekombination - Saccharomyces cerevisiae
B.17 Genmutationstest in vitro på däggdjursceller
B.18 DNA-skada och DNA-reparation - felaktig DNA-syntes - däggdjursceller in vitro
B.19 Test avseende systerkromatidbyten in vitro
B.20 Könsbundet recessivt letalt test på Drosophila melanogaster
B.21 Celltransformationstest in vitro på däggdjursceller
B.22 Dominant letalt test på gnagare
B.23. spermatogonial test av KROMOSOMAVVIKELSEr hos däggdjur
B.24 Fläcktest på mus
B.25 Test avseende ärftlig translokation på mus
B.26 Test avseende subkronisk oral toxicitet: 90 dagars upprepat oraltest på gnagare
B.27 Test avseende subkronisk oral toxicitet: 90 dagars upprepat oraltest på icke-gnagare
B.28 Test avseende subkronisk dermal toxicitet: 90 dagars upprepat dermaltest på gnagare
B.29 Test avseende subkronisk inhalationstoxicitet: 90 dagars upprepat inandningstest på
gnagare
B.30 Test avseende kronisk toxicitet
B.31 Teratongenicitetstest - på gnagare och icke-gnagare
B.32 Test avseende cancerogenicitet
B.33 Kombinerat test avseende kronisk toxicitet och cancerogenicitet
B.34 Reproduktionstoxicitetstest på en generation
B.35 Reproduktionstoxicitetstest på två generationer
B.36 Toxikokinetik
B. GENERELLA DEFINITIONER AV TERMER SOM ANVÄNDS I TESTMETODERNA I
DENNA BILAGA
i) Akut toxicitet omfattar de skadliga effekter som uppträder inom en given tid (vanligen 14
dagar), efter tillförsel av en enda dos av ett ämne.
ii) Påtaglig toxicitet är en generell term för tydliga tecken på toxicitet efter det att en testsubstans
tillförts. Dessa tecken torde räcka för en ungefärlig bedömning och vara sådana att en ökning av
den tillförda dosen kan förväntas resultera i att allvarliga förgiftningssymtom uppträder och
troligen medför dödsfall.
iii) Dos är den mängd testsubstans som tillförs. Dos uttrycks i vikt (gram eller mg) eller som
vikten av en testsubstans per viktenhet försöksdjur (t.ex. mg per kg kroppsvikt), eller som
konstanta livsmedelskoncentrationer (delar per miljon eller mg per kg livsmedel).
iv) Särskiljande dos är den högsta av fyra fastställda dosnivåer som kan tillföras utan att ha
substansrelaterad dödlig verkan (inbegripet avlivning av humana skäl).
v) Dosering är en generell term som omfattar dos, frekvens och varaktigheten av dosens verkan.
vi) LD50 (median letal dos) är en statistisk fastställd enstaka dos av ett ämne som kan förväntas
leda till döden för 50 % av de djur som tillförts dosen. Ett LD50-värde uttrycks som vikt
testsubstans per viktenhet försöksdjur (mg/kg).
vii) LC50 (median letal koncentration) är en statistisk fastställd koncentration av ett ämne som
kan förväntas leda till döden, under exponering eller inom en bestämd tid efter exponering, för
50 % av de djur som har exponerats under en bestämd tid. LC50-värdet uttrycks som vikt
testsubstans per standardvolym luft (mg/l).
viii) NOAEL är förkortningen för no observed adverse effect levels och är den högsta dos eller
exponeringsnivå då inga negativa behandlingsrelaterade resultat observeras.



ix) Toxicitet vid upprepad dosering/subkronisk toxicitet omfattar de skadliga effekter som
uppträder hos försöksdjur till följd av upprepad daglig dosering med, eller exponering för, en
kemikalie under en kort tid av deras förväntade livslängd.
x) Maximalt tolererad dos (MTD) är den högsta dosnivå som framkallar tecken på toxicitet utan
att i någon högre grad påverka överlevnaden i det försök i vilket den används.
xi) Hudirritation är framkallandet av inflammatoriska förändringar i huden efter applicering av
testsubstansen.
xii) Ögonirritation är framkallandet av förändringar i ögonen efter det att en testsubstans
applicerats på ögats främre yta.
xiii) Hudsensibilisering (allergisk kontaktdermatit) är en immunologiskt utlöst kutan reaktion på
ett ämne.
xiv) Frätning är framkallandet av irreversibla vävnadsskador i huden efter applicering av en
testsubstans under tidsrymder på mellan 3 minuter och 4 timmar.
xv) Toxikokinetik är studiet av absorption, distribution, metabolism och utsöndring av
testsubstanser.
xvi) Absorption är den eller de processer genom vilka ett tillfört ämne tränger in kroppen.
xvii) Utsöndring är den eller de processer genom vilka ett tillfört ämne eller dess metaboliter
avlägsnas från kroppen.
xviii) Distribution är den eller de processer genom vilka det upptagna ämnet eller dess
metaboliter fördelar sig i kroppen.
xix) Metabolism är den eller de processer genom vilka de tillförda ämnena förändras strukturellt
i kroppen genom enzymatiska eller icke enzymatiska reaktioner.
B.I Akut toxicitet - toxicitet vid upprepad dosering/subkronisk toxicitet
En testsubstans akuta toxicitet samt organspecifika eller systemiska toxicitet kan bedömas
genom en rad toxicitetstester (metoderna B.1-B.5) genom vilka efter en tillförd dos en preliminär
indikation på toxiciteten kan fås.
Beroende på hur giftigt ett ämne är kan ett "limit-test"-förfarande övervägas i fråga om ett
komplett LD50-test, även om inget "limit-test" anges för inhalationstester eftersom det inte varit
möjligt att definiera ett enhetligt gränsvärde för exponering genom inandning.
Metoder som innebär användningen av så få djur som möjligt och som minskar deras lidande i
största möjliga utsträckning bör övervägas, t.ex. metoder med fast dosnivå (metod B.1a) och
metoden för bestämning av akut toxicitetsklass (metod B.1c). Vid tester på nivå 1 kan
undersökning av en andra djurart komplettera slutsatserna från den första undersökningen. I
sådana fall får en standardtestmetod användas eller så kan metoden anpassas efter ett mindre
antal djur.
Testet av toxiciteten efter upprepad dosering (metoderna B.7, B.8 och B.9) omfattar utvärdering
av de toxikologiska effekterna av upprepad exponering. Härvidlag betonas behovet av noggranna
kliniska observationer av djuren i syfte att få fram så mycket information som möjligt. Dessa
tester torde bidra till att identifiera målorgan för toxiciteten, toxicitet och icke-toxiska doser.
Ytterligare fördjupade undersökningar av dessa aspekter kan komma att krävas vid långvariga
studier (metoderna B.26-B.30 och B.33).
B.II Mutagenicitet - genotoxicitet
Mutagenicitet innebär induktion av permanenta förändringar i mängden av eller strukturen hos
det genetiska materialet i en cell eller organism. Dessa förändringar, `mutationer`, kan omfatta en
enstaka gen eller gensegment, ett genblock eller hela kromosomer. Effekterna på hela
kromosomer kan vara strukturella eller numeriska.
Ett ämnes mutageniska verkan undersöks genom in vitro-försök av gen (punkt) mutationer i
bakterier (metod B.13/14) och/eller av strukturella kromosomskador i däggdjursceller (metod
B.10).
Även in vivo-förfaranden är godtagbara, t.ex. mikrokärntest (metod B.12) eller metafasanalys i
ryggmärg (metod B.11). I avsaknad av starka motargument föredras dock in vitro-metoder.



I fråga om högre produktionsvolymer kan vidare tester krävas för att undersöka mutagenicitet
ytterligare eller för att testa cancerogenicitet och/eller för att utföra eller följa upp en
riskutvärdering, och dessa tester kan användas för flera olika syften: För att bekräfta erhållna
resultat i grundomgången; för att initiera eller utvidga in vivo-studier.
För dessa syften omfattar metoderna B.15-B.25, både in vivo och in vitro, eukariotiska system
och en utvidgad rad biologiska sluteffekter. Testerna ger information om punktmutationer och
andra sluteffekter i organismer som är mer komplexa än den bakterie som används i fråga om
grundomgångens uppgifter.
Om ett program för vidare mutagenicitetstester övervägs bör detta som allmän princip utformas
så att det ger ytterligare relevant information om ämnets mutageniska eller cancerogena
potential.
De konkreta tester som kan vara lämpliga i ett särskilt fall beror på flera faktorer, inbegripet
ämnets kemiska och fysikaliska egenskaper, resultaten av de inledande bakteriella och
cytogenetiska försöken, ämnets metaboliska profil, resultaten av övriga toxicitetstester och
ämnets kända användningsområden. Med tanke på de varierande faktorer som bör beaktas är det
därför inte lämpligt med en strikt plan för urval av tester.
Vissa allmänna principer för testmetoder föreskrivs i direktiv 93/67/EEG men tydliga
teststrategier förekommer också i det tekniska vägledningsdokumentet för riskutvärdering, trots
att detta är flexibelt och kan anpassas på lämpligt sätt till särskilda omständigheter.
Metoder för ytterligare undersökning anges gruppvis nedan, indelade efter sin principiella
genetiska sluteffekt:
Test av gen (punkt) mutationer
a) Framåt- eller återmutationstester med användning av eukaryotiska mikroorganismer
(Saccharomyces cerevisiae) (metod B.15).
b) In vitro-tester av framåtmutation i däggdjursceller (metod B.17).
c) Könsbundet recessivt letalt test på Drosophila melanogaster (metod B.20).
d) In vivo-test för undersökning av somatisk cellmutation: Fläcktest på mus (metod B.24).
Test av kromosomskador
a) Cytogenetiska in vivo-försök på däggdjur. Metafasanalys i ryggmärg in vivo kan övervägas
om den inte omfattades av den inledande bedömningen (metod B.11). Därutöver kan könscellers
cytogenetik undersökas in vivo (metod B.23).
b) Cytogenetiska in vitro-försök på däggdjur, om detta inte omfattades av den inledande
bedömningen (metod B.10).
c) Dominant letalt test på gnagare (metod B.22).
d) Test avseende ärftlig translokation på mus (metod B.25).
Genotoxiska effekter - effekter på DNA
Genotoxicitet, identifierad som potentiellt skadliga effekter på det genetiska materialet som inte
nödvändigtvis hänger samman med mutagenicitet, får anges som orsakad skada på DNA utan
direkta bevis för mutation. Följande metoder som utnyttjar eukaryotiska mikroorganismer eller
däggdjursceller kan vara lämpliga för sådana tester:
a) Mitotisk rekombination med Saccharomyces cerevisiae (metod B.16).
b) DNA-skador och DNA-reparation - felaktig DNA-syntes - däggdjursceller (in vitro) (metod
B.18).
c) Undersökning av systerkromatidbyten med däggdjursceller (in vitro) (metod B.19).
Alternativa metoder för undersökning av cancerogen potential
Det finns tester för att mäta ett ämnes potential att inducera morfologiska och beteendemässiga
förändringar i cellkulturer som tros vara förbundna med maligna transformationer in vivo (metod
B.21). Ett rad olika celltyper och kriterier för transformation kan användas.
Riskbedömning av ärftliga verkningar hos däggdjur
Det finns metoder för att mäta sådana ärftliga verkningar hos intakta däggdjur som framkallats
av gen(punkt)mutationer, t.ex. det särskilda locustestet med mus för att mäta



könscellförändringar i första generationen (finns inte med i denna bilaga), eller av
kromosomförändringar, t.ex. testet för ärftlig translokation med mus (metod B.25). Sådana
metoder kan användas vid bedömning av ett ämnes eventuella genetiska risk för människor. Med
tanke på dessa testers komplexitet och det mycket stora antal djur som krävs, särskilt för det
specifika locustestet, krävs det starka motiv innan dessa tester utförs.
B.III Cancerogenicitet
Kemikalier kan beskrivas som genotoxiska eller icke genotoxiska cancerogener beroende på den
förmodade verkningsmekanismen.
Pre-screeninginformation om ett ämnes genotoxikologiska cancerogena potential kan erhållas
genom mutagenicitets- eller genotoxicitetstest. Ytterligare information kan erhållas genom
upprepad dosering och tester av subkronisk eller kronisk toxicitet. Toxicitetstestet genom
upprepad dosering, metod B.7 och långvariga tester med upprepad dosering omfattar utvärdering
av sådana histopatologiska förändringar som observeras vid toxicitetstester med upprepad
dosering, t.ex. hyperplasi i vissa vävnader som kan vara relevanta. Dessa tester och
toxikokinetiska uppgifter kan bidra till att identifiera kemikalier med cancerogen verkan, vilket
kan komma att kräva ytterligare fördjupade studier av denna aspekt, genom ett
cancerogenicitetstest (metod B.32) eller ofta genom ett kombinerat test avseende kronisk
toxicitet och cancerogenicitet (metod B.33).
B.IV Reproduktionstoxicitet
Reproduktionstoxicitet kan spåras på olika sätt, t.ex. försämrad reproduktionsfunktion eller -
kapacitet hos hannar och honor, identifierade som "effekter på fertiliteten", eller som orsak till
icke ärftliga skadliga effekter på avkomman, identifierade som "utvecklingstoxicitet", vilket även
omfattar teratogenicitet och effekter under distadiet.
Som ett led i tester av utvecklingstoxicitet inriktas testmetoden (B.31) i fråga om
teratogenicitetsstudier främst på oral tillförsel. Alternativt kan andra intagsvägar användas
beroende på testsubstansens fysikaliska egenskaper eller de tänkbara vägar på vilka människor
exponeras för ämnet. I sådana fall bör testmetoden på lämpligt sätt anpassas till att beakta
lämpliga komponenter i testmetoder om 28 dagar.
Om ett reproduktionstest (fertilitetstest) på tre generationer krävs kan den metod som beskrivs
för reproduktionstest på två generationer (metod B.35) utvidgas till att omfatta den tredje
generationen.
B.V Neurotoxicitet
Neurotoxicitet kan spåras på olika sätt, t.ex. genom funktionsförändringar eller strukturella och
biokemiska förändringar i det centrala eller perifera nervsystemet. En preliminär indikation av
neurotoxicitet kan erhållas genom akut toxicitetstest. Toxicitetstestet med upprepad dosering,
metod B.7, omfattar en utvärdering av neurotoxikologiska effekter, och behovet av noggranna
kliniska observationer av djuret betonas i syfte att erhålla så mycket information som möjligt.
Metoden torde bidra till att identifiera kemikalier med potentiell neurotoxisk verkan, vilket kan
komma att kräva ytterligare fördjupade tester av den aspekten. Därutöver är det viktigt att beakta
ämnets potential att orsaka specifika neurotoxiska effekter som inte kan spåras genom andra
toxicitetsstudier. T.ex. har det observerats att vissa organiska fosforföreningar har orsakat
fördröjd neurotoxicitet och kan bedömas med hjälp av metoderna B.37 och B.38 genom
exponering för en enstaka dos eller upprepad dosering.
B.VI Immunotoxikologi
Immunotoxicitet kan spåras på olika sätt, t.ex. genom immunsuppression eller ökad mottaglighet
i immunsystemet, som resulterat i antingen överkänslighet eller autoimmun reaktion.
Toxicitetstestet med upprepad dosering, metod B.7, omfattar utvärdering av immunotoxiska
effekter. Metoden torde bidra till att identifiera kemikalier med immunotoxisk potential som kan
kräva ytterligare fördjupade studier av denna aspekt.
B.VII Toxikokinetik
Toxikokinetiska undersökningar kan vara till hjälp vid tolkning och utvärdering av uppgifter om



toxicitet. Undersökningarna är avsedda att belysa särskilda aspekter av kemikaliens toxicitet vid
tester och resultaten kan komma att bidra till utformningen av ytterligare
toxicitetsundersökningar. Avsikten är inte att alla parametrar behöver bestämmas i samtliga fall.
Hela sekvensen av toxikokinetiska tester (absorption, utsöndring, distribution och metabolism)
kommer att krävas endast i sällsynta fall. I fråga om vissa produkter kan en förändrad sekvens
vara tillrådlig, eller så räcker ett test med en enstaka dos (metod B.36).
Uppgifter om testsubstansens kemiska struktur och fysikaliskt-kemiska egenskaper kan dessutom
ge en indikation om absorptionsförmågan vid en bestämd tillförselväg, liksom upplysa om
ämnets beteende i fråga om metabolism och distributionen i vävnaderna. Uppgifter om
toxikokinetiska parametrar kan dessutom finnas tillgängliga från tidigare undersökningar om
toxicitet och toxikokinetik.
C. BESKRIVNING AV TESTSUBSTANSEN
Testsubstansens sammansättning, inbegripet de viktigaste orenheterna, och dess relevanta
fysikaliskt-kemiska egenskaper, inbegripet ämnets stabilitet, skall vara kända innan en
toxicitetsundersökning inleds.
Testsubstansens fysikaliskt-kemiska egenskaper ger viktig vägledning vid val av tillförselväg,
utformning av varje enskild undersökning samt hantering och lagring av testsubstansen.
En analysmetod för kvalitativ och kvantitativ bestämning av testsubstansen (om möjligt
inbegripet viktiga orenheter) i doseringsmediet och i biologiska material bör utvecklas innan en
undersökning inleds.
Alla uppgifter om identifiering av testsubstansen, dess fysikaliskt-kemiska egenskaper, renhet
och beteende bör omfattas av testrapporten.
D. DJURVÅRD
En strikt kontroll av miljöförhållandena samt tillämpliga djurvårdsmetoder är grundläggande i
fråga om toxicitetstester.
i) Förvaltningsförhållanden
Miljön i försöksdjurens rum eller burar skall vara avpassade efter djurarten. Lämpliga betingelser
för råttor, möss och marsvin är en rumstemperatur på 22±3 °C med en relativ luftfuktighet på 30-
70 %. För kaniner och marsvin bör temperaturen hållas vid 20±3 °C med en relativ luftfuktighet
på 30-70 %.
Vissa testmetoder är särskilt känsliga för temperatureffekter och i dessa fall ingår detaljuppgifter
om lämpliga betingelser i metodbeskrivningen. I alla undersökningar av toxiska effekter skall
temperaturen och luftfuktigheten kontrolleras, registreras och anges i den slutliga testrapporten.
Artificiell belysning bör användas, med en dygnsrytm på 12 timmar ljus, 12 timmar mörker.
Detaljuppgifter om belysningsrytmen skall registreras och anges i den slutliga testrapporten.
Om inte annat anges för metoden får djuren inhysas individuellt eller i små grupper av samma
kön; i fråga om grupper bör högst fem djur inhysas i varje bur.
I rapporter om djurförsök är det viktigt att ange vilken typ av bur som används och antalet djur i
varje bur, både under exponering för det kemiska ämnet och under en påföljande observationstid.
ii) Utfodring
Fodret skall uppfylla alla näringsmässiga krav som kan ställas för den djurart som används i
försöket. Om testsubstansen tillförs djuren via fodret kan näringsvärdet sjunka till följd av en
samverkan mellan ämnet och någon beståndsdel i fodret. Möjligheten av en sådan reaktion skall
övervägas vid tolkningen av testresultaten. Konventionellt laboratoriefoder får användas
tillsammans med obegränsade mängder vatten. Valet av foder kan påverkas av behovet av att
säkerställa en lämplig blandning med testsubstansen när denna tillförs enligt denna metod.
I fodret får inte finnas störande koncentrationer av föroreningar som man vet påverkar
toxiciteten.
E. DJURSKYDD
Vid utarbetande av testmetoder har djurskyddet beaktats. Nedan följer några exempel, men
förteckningen är inte uttömmande. Den exakta ordalydelsen eller de exakta villkoren bör läsas i



anvisningarna för respektive metod:
- Vid bestämning av toxicitet genom oralt upptag bör två alternativa metoder användas,
förfarandet med fast dos och metoden för bestämning av akut toxicitetsklass. Förfarandet med
fast dos har inte döden som specifik sluteffekt och förbrukar färre djur. Metoden för bestämning
av akut toxicitetsklass förbrukar i genomsnitt 70 % färre djur än oraltest B.1 för akut toxicitet.
Båda dessa alternativa metoder innebär mindre smärta och lidande än de klassiska metoderna.
- Antalet förbrukade djur reduceras till ett vetenskapligt godtagbart minimum: Endast fem djur
av samma kön testas per dosnivå i fråga om metoderna B.1 och B.3; endast 10 djur (och endast 5
i den negativa kontrollgruppen) används för bestämning av hudsensibilisering genom
maximeringstest på marsvin (metod B.6). Även antalet djur som krävs för den positiva
kontrollen vid test av mutagenicitet in vivo minskas (metoderna B.11 och B.12).
- Djurens smärta och lidande under testerna minimeras. Djur som visar allvarliga och ihållande
tecken på stress och smärta kan behöva avlivas på ett skonsamt sätt. Dosering av testsubstanser
på ett sätt som är känt för att orsaka svår smärta och lidande på grund av frätning eller irriterande
egenskaper behöver inte utföras (metoderna B.1, B.2 och B.3).
- Tester med irrelevant höga doser undviks genom införande av "Limit-test"er, inte bara i fråga
om tester av akut toxicitet (metoderna B.1, B.2 och B.3) utan också i fråga om in vivo-tester av
mutagenicitet (metoderna B.11 och B.12).
- En strategi i fråga om tester av irriterande ämnen gör det numera möjligt att inte utföra test eller
att reducera testerna till studiet av ett enstaka djur, om tillräckliga vetenskapliga bevis kan
erhållas.
Sådana vetenskapliga bevis kan baseras på testsubstansens fysikaliskt-kemiska egenskaper,
resultaten av redan utförda tester eller resultaten av in vitro-tester som utvärderats grundligt. Om
exempelvis en undersökning av akut toxicitet via huden utförs med "Limit-test" dosen för ämnet
(metod B.3) och ingen hudirritation observeras kan ytterligare tester av hudirritation (metod B.4)
vara överflödig. Material som visat tydlig frätning eller allvarlig hudirritation en undersökning
av hudirritation (metod B.4) bör inte testas vidare i fråga om ögonirritation (metod B.5).
F. ALTERNATIVA TESTER
För Europeiska unionen är det ett vetenskapligt mål att utveckla och validera alternativa metoder
som kan ge samma informationsnivå som nuvarande djurförsök, men som använder färre djur,
orsakar mindre lidande eller undviker användning av djur fullständigt.
När sådana metoder blir tillgängliga skall de om möjligt beaktas för riskbedömning och
efterföljande klassificering och märkning av eventuella risker.
G. UTVÄRDERING OCH TOLKNING
När tester utvärderas och tolkas skall begränsningarna för i vilken utsträckning resultaten av
djurförsök och in vitro-undersökningar går att tillämpa på människor beaktas och därför får bevis
för negativa effekter på människor i förekommande fall användas som bekräftelse av
testresultaten.
Dessa resultat kan användas för klassificering och märkning av nya och befintliga kemikalier i
fråga om hälsoeffekter för människor, på grundval av deras inneboende egenskaper, och då de
identifierats och kvantifierats med hjälp av dessa metoder. Motsvarande kriterier i bilaga VI för
klassificering och märkning avser också sluteffekterna för de testprotokoll som omfattas av dessa
testmetoder.
Resultaten kan också användas för undersökningar av riskutvärdering, för nya och befintliga
kemikalier; lämpliga teststrategier för dessa ändamål anges i motsvarande vägledningsdokument.
H. LITTERATURHÄNVISNINGAR
De flesta av dessa metoder har utvecklats inom ramen för OECD:s program för riktlinjer för
tester och bör utföras i enlighet med principerna för god laboratoriepraxis, i syfte att så långt
möjligt säkerställa `ömsesidigt godtagande av uppgifter`.
Ytterligare information finns i de hänvisningar som görs i OECD:s riktlinjer och relevant
litteratur som publicerats på annat håll









































B.7 28 DAGARS STUDIE AV TOXICITET MED UPPREPAD ORAL DOSERING
1. METOD
1.1 Inledning
Se Allmän inledning, del B.
1.2 Definitioner
Se Allmän inledning, del B.
1.3 Princip för testmetoden
Testsubstansen tillförs dagligen oralt i gradvist ökande doser till flera grupper försöksdjur, en
dosnivå per grupp, under 28 dagar. Under doseringsperioden observeras djuren noggrant varje
dag efter tecken på toxicitet. Djur som dör eller avlivas under försöket obduceras och vid
försökets slut avlivas de överlevande djuren och obduceras.
Denna metod lägger större vikt vid de neurologiska effekterna som särskild sluteffekt samt
behovet av noggranna kliniska observationer av djuren i syfte att erhålla mesta möjliga
information. Metoden skall identifiera kemikalier med eventuell neurotoxisk verkan vilket kan
motivera mer ingående undersökningar av den aspekten. Därutöver kan metoden ge indikationer
på immunologiska och reproduktionstoxiska effekter.
1.4 Beskrivning av testmetoden
1.4.1 Förberedelser
Friska unga vuxna djur väljs slumpvis ut till kontroll- och dosgrupperna. Burarna bör ordnas så
att eventuella effekter på grund av deras placering minimeras. Djuren identifieras individuellt
och hålls i sina burar minst fem dagar innan försöket påbörjas för att de skall acklimatisera sig
till laboratoriemiljön.
Testsubstansen tillförs via sondmatning, foder eller vatten. Den metod som väljs för oral
tillförsel beror på syftet med studien och ämnets fysikaliskt-kemiska egenskaper.
Testsubstansen löses vid behov i lämplig vehikel. Om möjligt bör i första hand vattenlösning
eller vattensuspension övervägas, följt av oljelösning eller oljeemulsion (t.ex. majsolja) samt
därefter andra vehiklar. I fråga om andra vehiklar än vatten skall vehikelns toxiska egenskaper
vara kända. Testsubstansens stabilitet i vehikeln bör fastställas.
1.4.2 Försöksförhållanden
1.4.2.1 Försöksdjur
Helst skall råttor användas även om andra gnagare kan användas. Vanligen använda
laboratoriestammar av unga friska vuxna djur bör användas. Honorna skall inte ha fått ungar och
inte vara dräktiga. Doseringen bör inledas snarast möjligt efter avvänjningen och under alla
förhållanden innan djuren är nio veckor gamla.
Då undersökningen påbörjas bör variationen i vikt mellan de använda djuren vara minimal och
inte överstiga ±20 % av vardera könets genomsnittsvikt.
Om upprepad oralstudie utförs som inledning till en långtidsstudie skall helst djur från samma
stam och med samma ursprung användas i båda försöken.
1.4.2.2 Antal och kön
Minst 10 djur (fem honor och fem hannar) bör användas för varje dosnivå. Om avlivningar är
inplanerade under försökets gång bör antalet djur ökas med det antal som avlivas innan försöket
slutförts.
Därutöver bör en satellitgrupp på 10 djur (fem av vardera könet) behandlas med den höga
dosnivån under 28 dagar och observeras angående reversibla eller kvarstående effekter eller
fördröjt uppträdande av toxiska effekter under 14 dagar efter det att försöket avslutats. En
satellitgrupp på 10 kontrolldjur (fem av vardera könet) skall också användas.
1.4.2.3 Dosnivåer
I allmänhet bör minst tre dosgrupper och en kontrollgrupp användas. Med undantag för
behandling med testsubstansen bör djuren i kontrollgruppen hanteras på exakt samma sätt som
djuren i dosgrupperna. Om en vehikel används vid tillförsel av testsubstansen bör
kontrollgruppen tillföras vehikeln i den största dos som används.



Om det, efter utvärdering av andra uppgifter, inte förväntas några effekter vid en dos på 1 000
mg/kg kroppsvikt får ett "limit-test" utföras. Om det inte finns tillgång till relevant underlag får
en pilotstudie genomföras till hjälp för att bestämma doser som skall användas.
Dosnivåerna bör väljas med hänsyn till eventuellt befintliga toxicitets- och toxikokinetiska
uppgifter som finns tillgängliga för testsubstansen eller närbesläktade ämnen. Den högsta
dosnivån bör väljas i syfte att inducera toxiska effekter utan att orsaka dödsfall eller allvarligt
lidande. Därefter bör dosnivåerna väljas i fallande skala för att påvisa en dosrelaterad reaktion
samt vid den lägsta dosnivån inga påvisbara skadliga effekter (NOAEL - no-observed-adverse
effects). Två- till fyrdubbla dosintervall är ofta optimala för att fastställa de fallande dosnivåerna;
tillägg av en fjärde testgrupp är att föredra framför användning av mycket breda intervall (t.ex.
över faktor 10) mellan dosnivåerna.
För substanser som tillförs via foder eller dricksvatten är det viktigt att försäkra sig om att de
kvantiteter av testsubstansen som används inte stör det normala näringsupptaget eller den
normala vattenbalansen. När testsubstansen tillförs via fodret kan man använda antingen en
konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosnivå i förhållande till djurens kroppsvikt. Det
använda alternativet skall anges. För ett ämne som tillförs genom sondmatning skall dosen ges
vid samma tid varje dag och vid behov justeras för att hålla en konstant dosnivå i förhållande till
djurens kroppsvikt.
Om försök med upprepad oral dosering används som förstudie till en långtidsstudie skall samma
foder användas i båda försöken.
1.4.2.4 "Limit-test"
Om ett försök med en dosnivå om minst 1000 mg per kg kroppsvikt och dag eller, vid tillförsel i
föda eller dricksvatten, en motsvarande andel i födan eller dricksvattnet (baserad på fastställd
kroppsvikt) och med användning av det tillvägagångssätt som beskrivits för denna studie, inte
ger några observerbara toxiska effekter och om toxicitet inte förväntas på grundval av uppgifter
från strukturellt närbesläktade ämnen, kan en fullständig undersökning med tre dosnivåer anses
överflödig. Ett "limit-test" används utom när exponering på människor visar att en högre dosnivå
behövs.
1.4.2.5 Observationsperiod
Observationsperioden bör vara 28 dagar. Djur i en satellitgrupp avsedd för fortsatta
observationer bör hållas i minst ytterligare 14 dagar utan behandling för att fördröjda eller
kvarstående effekter eller återhämtning från toxiska effekter skall kunna upptäckas.
1.4.3 Förfarande
Djuren doseras med testsubstansen dagligen sju dagar per vecka under en period på 28 dagar.
Dosering fem dagar per vecka måste motiveras. Om testsubstansen tillförs genom sondmatning
skall ämnet ges till djuren i en enda dos via magsond eller lämplig intubationskanyl. Den största
mängd vätska som kan tillföras vid ett och samma tillfälle beror på försöksdjurets storlek.
Volymen bör inte överstiga 1 ml/100 g kroppsvikt utom i fråga om vattenlösningar då 2 ml/100 g
kroppsvikt får användas. Med undantag för irriterande eller frätande ämnen som normalt visar
kraftigare effekt med högre koncentration bör variationer i testvolymen minimeras genom
justering av koncentrationen för att säkerställa en konstant volym på alla dosnivåer.
1.4.3.1 Generella observationer
Generella kliniska observationer bör göras minst en gång per dag, helst vid samma tidpunkt(er)
varje dag och med hänsyn till de maximalt förväntade effekterna efter dosering. Djurens
hälsostatus bör noteras. Minst två gånger per dag kontrolleras om djur är döende eller döda.
Döende djur och djur som lider allvarligt bör avlägsnas, avlivas skonsamt och obduceras.
Noggranna kliniska observationer görs en gång av samtliga djur före den första exponeringen
(för att möjliggöra jämförelser på samma objekt) och därefter minst en gång i veckan. Dessa
observationer bör göras utanför buren på en "standardarena" och helst vid samma tidpunkt varje
gång. Observationerna bör noteras noggrant, helst genom att poängsystem som definieras
utförligt av testlaboratoriet. Minimala variationer i försöksbetingelserna bör eftersträvas, och



observationerna skall helst utföras av någon som inte känner till behandlingen. De tecken som
noteras bör omfatta, men inte begränsas till, förändringar av hud, hårrem, ögon och slemhinnor,
uppträdande av sekret och utsöndringar samt autonom aktivitet (tårflöde, upprest hårrem,
pupillstorlek, ovanligt andningsmönster). Förändringar i gång, hållning och reaktion på hantering
liksom eventuella kramper eller spasmer, stereotypt beteende (t.ex. överdrivet putsande,
repetetivt cirklande) eller bisarrt beteende (t.ex. självstympning, baklängesgång) bör också
noteras.
Under den fjärde exponeringsveckan bör den sensoriska reaktionen på stimuli av olika slag
utföras (t.ex. hörsel-, syn- och djupsensoriska stimuli) liksom bedömning av greppstyrka och
motorisk aktivitet. Ytterligare uppgifter om de förfaranden som kan följas finns publicerad (se
Allmän inledning, del B).
De funktionsobservationer som utförs under den fjärde exponeringsveckan kan utelämnas om en
förstudie genomförs som inledning till ett efterföljande subkroniskt 90-dagarstest. I sådana fall
bör funktionsobservationerna inkluderas i den efterföljande undersökning. Å andra sidan kan
tillgång på uppgifter om funktionsobservationer från en förstudie med upprepad dosering öka
möjligheterna att välja dosnivåer till en efterföljande subkronisk undersökning.
I undantagsfall får funktionsobservationerna också utelämnas för grupper som annars skulle visa
tecken på toxicitet i en sådan utsträckning att det väsentligt skulle påverka utförandet av
funktionsförsöket.
1.4.3.2 Kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion
Alla djuren bör vägas minst en gång i veckan. Mätning av foder- och vattenkonsumtion bör göras
minst en gång per vecka. Om testsubstansen tillförs via dricksvattnet bör även
vattenkonsumtionen mätas minst en gång i veckan.
1.4.3.3 Hematologi
Följande hematologiska undersökningar bör göras då testperioden avslutas: hematokrit,
hemoglobinkoncentration, räkning av röda blodkroppar, total- och differentialräkning av vita
blodkroppar, blodplättsräkning samt ett mått på koaguleringstid och koaguleringsförmåga.
Blodprov bör tas från ett angivet ställe just före eller som ett led i avlivningsförfarandet och
förvaras under lämpliga förhållanden.
1.4.3.4 Klinisk kemi
Kliniskt kemiska bestämningar för att undersöka större toxiska effekter i vävnader, särskilt
effekter på lever och njurar, bör utföras på de blodprov som tas från samtliga djur strax före eller
som ett led i avlivningsförfarandet (med undantag för de djur som hittas döende eller avlivas
under försökets gång). Djuren bör fasta natten före blodprovstagningen (1). Undersökningar av
serum eller plasma skall omfatta natrium, kalium, glukos, totalkolesterol, urinämne, kreatinin,
totalprotein och albumin, minst två enzymer som indikerar effekter på leverceller (t.ex. alanin-
aminotransferas, aspartat-aminotransferas, alkaliskt fosfatas, gamma-glutamyl-transpeptidas och
sorbitol-dehydrogenas). Mätningar av ytterligare enzymer (från lever eller av annat ursprung)
och gallsyror kan under vissa förhållanden ge användbar information.
(1) I fråga om vissa mätningar av serum och plasma, särskilt i fråga om glukos, är fasta under
natten att föredra. Huvudskälet är att den ökade variation som skulle följa av icke-fastande skulle
tendera att dölja mer subtila effekter och försvåra tolkningen. Å andra sidan kan fasta under
natten påverka djurens generella metabolism och särskilt i utfordringsundersökningar störa den
dagliga exponeringen för testsubstansen. Om djuren får fasta under natten bör de kliniskt
kemiska analyserna göras efter det att funktionsobservationer utförts under försökets fjärde
vecka.
Följande urinanalysbestämningar kan utföras frivilligt under sista veckan av försöket med
samling av urin på fasta tider: utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, protein,
glukos och blod eller blodceller.
Dessutom bör tester för att undersöka serummarkörer av allmänna vävnadsskador övervägas.
Andra bestämningar som bör utföras, om testsubstansens kända egenskaper kan eller misstänks



påverka närbesläktade metaboliska profiler, omfattar kalcium, fosfat, fastevärden av
triglycerider, specifika hormoner, methemoglobin och kolinesteras. Dessa behöver identifieras
för ämnen inom vissa grupper eller från fall till fall.
Generellt krävs flexibla tillvägagångssätt beroende på djurart och på den observerade eller
förväntade effekten av ett givet ämne.
Om historiska basdata är otillräckliga bör hänsyn tas till hematologiska och kliniskt kemiska
variabler innan doseringen påbörjas.
1.4.3.5 Obduktion
Samtliga djur i undersökningen bör underkastas en fullständig obduktion som omfattar yttre
granskning av kroppen, alla kroppsöppningar liksom kranium, bröst- och bukhåla samt deras
innehåll. Lever, njurar, binjurar, testiklar, bitestiklar, bräss, mjälte, hjärna och hjärta från
samtliga djur skall putsas från angränsande vävnad och deras våtvikt vägas så snart möjligt efter
dissekering för att undvika uttorkning.
Följande vävnader och organ bör bevaras i det mest lämpade mediet för histopatologiska
undersökningar: alla stora skador, hjärnan (representativa regioner inbegripet storhjärna,
lillhjärna och hjärnbrygga), ryggrad, magsäck, tunntarm och tjocktarm (inklusive Peyer's
patches), lever, njurar, binjurar, mjälte, hjärta, bräss, sköldkörtel, luftstrupe och lungor
(konserverade genom inflation med fixermedel och därefter immersion), könskörtlar,
accessoriska könsorgan (t.ex. livmoder, prostata), urinblåsa, lymfkörtlar (helst en lymfkörtel som
omfattar tillförselvägen och en annan långt från tillförselvägen för att täcka systematiska
effekter), perifer nerv (ischias- eller tibialnerven), helst nära muskeln, och ett snitt av
ryggmärgen (alternativt färskt benmärgsaspirat). Kliniska eller andra fynd indikerar att
ytterligare vävnader behöver undersökas. Dessutom bör de organ bevaras som på grund av
testsubstansens kända egenskaper förmodas vara målorgan.
1.4.3.6 Histopatologisk undersökning
En fullständig histopatologisk undersökning bör utföras på bevarade organ och vävnader från
samtliga djur i kontroll- och högdosgrupperna. Undersökningarna bör utsträckas till djur i alla
andra dosgrupper om behandlingsrelaterade förändringar observeras i de högre dosgrupperna.
Alla stora skador skall undersökas.
Om en satellitgrupp används bör histopatologisk undersökning utföras på de vävnader och organ
som visat effekter i dosgrupperna.
2. DATA
Individuella data bör tillhandahållas. Därutöver bör alla data sammanfattas i en tabell som anger
antalet djur i varje testgrupp vid försökets början, antalet djur som hittats döda under försöket
eller som avlivats av humanitära skäl samt tidpunkten för avlivning, antalet djur som visar tecken
på toxicitet, en beskrivning av de tecken på toxicitet som observerats, inbegripet tidpunkten då
de först visar sig, duration och hur allvarliga de toxiska effekterna är, antalet djur som visar
skador, typ av skada och procentandelen djur för varje typ av skada.
Om möjligt bör numeriska resultat utvärderas genom en lämplig och allmänt godtagbar statistisk
metod. De statistiska metoderna bör väljas vid utformningen av undersökningen.
3. RAPPORTERING
Försöksrapport
Försöksrapporten skall om möjligt innehålla följande uppgifter:
Försöksdjur:
- Art/stam som använts.
- Djurens antal, ålder och kön.
- Ursprung, försöksföhållanden, foder etc.
- Djurens individuella vikt vid försökets början, därefter varje vecka samt vid försökets
avslutning.
Försöksförhållanden:
- Motivering av val av vehikel, om annan än vatten.



- Grund för dosval.
- Utförliga uppgifter om testsubstansens sammansättning och förberedelse av foder, uppnådd
koncentration, preparatets stabilitet och homogenicitet.
- Utförliga uppgifter om tillförseln av testsubstansen.
- Omräkning från testsubstanskoncentration i foder eller vatten (ppm) till faktisk dos (mg/kg
kroppsvikt och dag) i förekommande fall.
- Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
Resultat:
- Kroppsvikt och förändringar av kroppsvikt.
- Foderkonsumtion och i tillämpliga fall vattenkonsumtion.
- Uppgifter om toxiska reaktioner per kön och dosnivå, inklusive tecken på toxicitet.
- Arten, grad och duration av kliniska observationer (reversibilitet skall anges).
- Bedömning av sensorisk aktivitet, greppstyrka och motorisk aktivitet.
- Blodundersökningar med relevanta basvärden.
- Kliniskt kemiska tester med relevanta basvärden.
- Kroppsvikt vid avlivning och organvikt.
- Obduktionsfynd.
- En detaljerad beskrivning alla histopatologiska fynd.
- Absorptionsdata om de finns tillgängliga.
- Statistisk bearbetning av resultaten i tillämpliga fall.
Diskussion om resultaten.
Slutsatser.
4. HÄNVISNINGAR
Denna metod motsvarar OECD TG 407.



B. 10. MUTAGENICITET – TEST IN VITRO AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DÄGGDJUR

1. METOD

Denna metod är en kopia av metoden OECD TG 473, Test In Vitro  av kromosomavvikelser hos däggdjur
(1997).

1.1 INLEDNING

Avsikten med testen av kromosomavvikelser in vitro  är att identifiera ämnen som orsakar strukturella
kromosomavvikelser hos odlade däggdjursceller (1)(2)(3). Strukturella avvikelser kan vara av två typer,
kromosomala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna inducerar avvikelser av kromatidtyp,
men även avvikelser av kromosomtyp förekommer. En ökning av polyploidin kan indikera att ett kemiskt
ämne har potential att inducera numeriska avvikelser. Denna metod är dock inte utformad för att mäta
numeriska avvikelser och används inte rutinmässigt för det ändamålet. Kromosommutationer och liknande
händelser är orsaken till många genetiska sjukdomar och det finns påtagliga bevis för att kromosommutationer
och liknande händelser som ger upphov till förändringar i onkogener och tumörsuppressorgener i somatiska
celler är inblandade i cancerinduktion hos människa och hos försöksdjur.

Test av kromosomavvikelser in vitro  kan göras med kulturer av etablerade cellinjer, cellstammar eller primära
cellkulturer. De celler som används väljs ut på grundval av tillväxtförmåga vid odling, karyotypens stabilitet,
antalet kromosomer, kromosomernas mångfald och den spontana frekvensen av kromosomavvikelser.

Tester som utförs in vitro  kräver i allmänhet att en exogen källa för metabolisk aktivering används. Detta
metaboliska system för aktivering kan inte helt och hållet efterlikna de förhållanden som råder i däggdjuret in
vivo. Man bör se till att undvika sådana förhållanden som skulle leda till positiva resultat som inte återspeglar
den verkliga mutageniciteten och kan ha sin orsak i pH-förändringar, osmolalitet eller hög cytotoxicitet
(4)(5).

Denna test används för att söka efter möjliga mutagener och karcinogener hos däggdjur. Många ämnen som är
positiva i detta test är karcinogena hos däggdjur, men det finns ingen perfekt korrelation mellan detta test och
karcinogenicitet. Korrelationen är beroende på den kemiska klassen och det finns allt starkare bevis för att det
finns karcinogener som inte detekteras med detta test, eftersom det ser ut som om de verkar genom andra
mekanismer än direkta DNA-skador.

Se även Allmän inledning, Del B.

1.2 DEFINITIONER

Avvikelse av kromatidtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt i form av brott på enstaka kromatider
eller brott och återförening mellan kromatider.

Avvikelse av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och
återförening, hos båda kromatiderna på samma ställe.



Endoreduplikation: en process där kärnan efter en S-fas under DNA-replikationen inte övergår i mitos utan
inleder ännu en S-fas. Resultatet är kromosomer med 4, 8, 16, . . . kromatider.

Lucka: en akromatisk skada som är mindre än bredden hos en kromatid, och med ett minimum av
misspassning hos kromatiderna.

Mitotiskt index: den andel celler som är i metafas delat med det totala antalet celler som kan observeras i en
cellpopulation; en indikation på graden av tillväxt hos den populationen.

Numerisk avvikelse: en förändring av antalet kromosomer jämfört med det normala antalet karakteristika
hos de celler som används.

Polyploidi: en multipel av det haploida antalet kromosomer (n) som skiljer sig från det diploida antalet
(d.v.s. 3n, 4n och så vidare).

Strukturell avvikelse: en förändring i kromosomstrukturen som kan detekteras genom en mikroskopisk
undersökning av celldelningens metafasstadium, och som uppträder i form av deletioner och fragment, interna
eller externa utbyten.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Cellodlingar exponeras för testsubstansen både med och utan metabolisk aktivering. Vid förutbestämda
intervall, efter att cellodlingen har exponerats för testsubstansen, utförs behandling med ett ämne som stoppar
celldelningen i metafas (t.ex. Colcemid eller colchicin). Därefter skördas cellerna och färgas in, varpå
närvaro av kromosomavvikelser i metafascellerna analyseras mikroskopiskt.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Celler

Ett antal olika cellinjer, stammar eller primära cellkulturer, inklusive humanceller, kan användas (t.ex.
fibroblaster från kinesisk hamster, perifera blodlymfocyter från människor eller andra däggdjur).

1.4.1.2 Typ av medium och kultur

Lämpliga odlingsmedier och inkubationsförhållanden (odlingskärl, CO2-koncentration, temperatur och
luftfuktighet) bör väljas för odlingarna. Etablerade cellinjer och stammar bör rutinmässigt kontrolleras med
avseende på stabilitet hos det modala kromosomantalet och frånvaro av kontaminerad mykoplasma. Om
kontaminering har skett bör de inte användas. Cellernas normala cellcykeltid och de odlingsförhållanden som
används bör vara kända.



1.4.1.3 Förberedelse av kulturer

Etablerade cellinjer och stammar: celler dras upp från stamkulturer, inokuleras i ett odlingsmedium som har en
sådan densitet att kulturerna inte kommer att växa samman innan det är dags att skörda, och inkuberas vid
37°C.

Lymfocyter: helblod, behandlat med en antikoagulant (t.ex. heparin) eller separerade lymfocyter som erhållits
från friska individer, tillsätts till odlingsmediet, vilket innehåller en mitogen substans (t.ex. fytohemaglutinin),
varpå inkubering sker vid 37°C.

1.4.1.4 Metabolisk aktivering

Celler bör exponeras för testsubstansen både i närvaro och frånvaro av ett lämpligt metaboliskt system för
aktivering. Det mest använda systemet är en kofaktorstödd post-mitokondriell fraktion (S9) beredd ur lever
från gnagare vilka behandlats med enzyminducerande ämnen såsom Aroclor 1254 (6)(7)(8)(9) eller en
blandning av fenobarbiton och ß–naftoflavon (10)(11)(12).

Den postmitokondriella fraktionen används vanligen vid koncentrationer i området 1 till 10 % v/v i det
slutliga testmediet. Tillståndet hos ett system för metabolisk aktivering kan bero på den klass av kemikalier
som testas. I vissa fall kan det vara lämpligt att använda mer än en koncentration av den post-mitokondriella
fraktionen.

Ett antal vidareutvecklingar, inklusive skapandet av genetiskt modifierade cellinjer som uttrycker specifika
aktiverande enzymer, kan erbjuda en potential för endogen aktivering. Valet av de cellinjer som skall användas
bör vara vetenskapligt underbyggt (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym för metabolismen
hos testsubstansen).

1.4.1.5 Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpligt lösningsmedel eller vehikel och spädas ut om
detta är lämpligt före det att cellerna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsättas direkt till testsystemen
och/eller spädas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte
stabilitetsdata påvisar att lagring är acceptabelt.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen och bör vara
förenlig med överlevnaden för cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används bör det finnas data som visar att de är kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade
lösningsmedel/vehiklar i första hand bör övervägas närhelst det är möjligt. När substanser som är instabila i
vatten testas, bör de organiska lösningsmedel som används vara fria från vatten. Vatten kan avlägsnas genom
tillsats av en molekylsikt.



1.4.2.2 Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall övervägas när den högsta koncentrationen skall fastställas är cytotoxicitet,
löslighet i testsystemet och förändringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bör fastställas, såväl med som utan metabolisk aktivering i huvudexperiment, med hjälp av en
lämplig indikation på cellernas integritet och tillväxt, såsom graden av sammanväxning, viabilitetsräkning av
cellerna, eller ett mitotiskt index. Det kan vara lämpligt att fastställa cytotoxicitet och löslighet i ett
förberedande experiment.

Minst tre analyserbara koncentrationer bör användas. Där cytotoxicitet uppträder bör dessa koncentrationer
täcka in ett område som sträcker sig från maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebär
normalt att koncentrationerna bör separeras av minst en faktor mellan 2 och √10. Vid tiden för skörd av
cellerna bör den högsta koncentrationen visa en signifikant reduktion i graden av konfluens, cellräkning eller
mitotiskt index (alla större än 50 %). Det mitotiska indexet är endast ett indirekt mått på
cytotoxiska/cytostatiska effekter och är beorende av tiden efter behandlingen. Det mitotiska indexet är dock
acceptabelt för suspensionskulturer där andra toxicitetsmätningar kan vara besvärliga och opraktiska.
Information om kinetiken för cellcykler, såsom medelgenerationstid (AGT), kan användas som extra
information. AGT är dock ett övergripande medelvärde som inte alltid avslöjar existensen av försenade
subpopulationer, och även små ökningar av medelgenerationstiden kan associeras med en mycket påtaglig
senareläggning av tiden för optimalt utbyte av avvikelser.

För substanser som är relativt icke-cytotoxiska bör den maximala testkoncentrationen vara 5 µl/ml, 5 mg/ml
eller 0,01 M, beroende på vilket av dessa värden som är det lägsta.

För relativt olösliga substanser, som inte är toxiska vid koncentrationer som är lägre än koncentrationen där
olöslighet inträder, bör den högsta använda dosen vara en koncentration som ligger över löslighetsgränsen i
det avslutande odlingsmediet mot slutet av behandlingsperioden. I vissa fall (t.ex. när toxicitet endast
uppträder vid koncentrationer som är högre än den lägsta olösliga koncentrationen) är det lämpligt att testa
vid mer än en koncentration med synlig fällning. Det kan vara lämpligt att fastställa lösligheten vid början
och slutet av behandlingen, eftersom lösligheten kan ändras under det att exponeringen i testsystemet pågår,
beroende på närvaro av celler, S9, serum, etc. Olöslighet kan detekteras med blotta ögat. Fällningen torde inte
störa bestämningen.

1.4.2.3 Negativa och positiva kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel eller vehikel), både med och utan metabolisk
aktivering, bör inkluderas i varje experiment. När metabolisk aktivering används, bör den positiva
kontrollkemikalien vara av en sådan typ att aktivering krävs för att ge ett mutagent svar.

Positiva kontroller bör utnyttja en känd klastogen vid exponeringsnivåer som förväntas ge en reproducerbar
och detekterbar ökning jämfört med bakgrunden och som demonstrerar känsligheten hos testsystemet.



Positiva kontrollkoncentrationer bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tydliga men inte omedelbart
avslöjar identiteten hos kodade utstryksglas för läsaren. I tabellen nedan ges några exempel på positiva
kontrollsubstanser.

Betingelser för metabolisk
aktivering

Substans CAS-nr. EINECS-nr.

Frånvaro av exogen metabolit Metylmetansulfonat 66-27-3 200-625-0

Aktivering Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7

Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomycin C 50-07-7 200-008-6

4–Nitroquinolin–N–oxid 56-57-5 200-281-1

Närvaro av exogen metabolit Bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5

Aktivering Cyklofosfamid

Cyklofosfamidmonohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Andra lämpliga positiva kontrollsubstanser kan användas. Användning av kemiska klassrelaterade positiva
kontrollkemikalier bör övervägas när sådana finns att tillgå.

Negativa kontroller, bestående av lösningsmedel eller enbart en vehikel i behandlingsmediet, och hanterade på
samma sätt som behandlingsodlingarna, bör inkluderas var gång som odlingen skördas. Dessutom bör
obehandlade kontroller också användas om det inte finns historiska kontrolldata som påvisar att inga skadliga
eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet.

1.4.3 Förfarande

1.4.3.1 Behandling med en testsubstans

Prolifererande celler behandlas med testsubstansen i såväl närvaro som frånvaro av ett system för metabolisk
aktivering. Behandling av lymfocyter bör inledas när ca 48 timmar gått efter den mitogena stimuleringen.

1.4.3.2 Två kulturer bör normalt användas för varje koncentration, och rekommenderas varmt för negativa
kontrollkulturer eller kontrollkulturer för lösningsmedel. Där minimala variationer mellan två kulturer kan
påvisas (13)(14) ur historiska data, kan det vara acceptabelt att en enda kultur används för varje
koncentration.

Gasformiga eller flyktiga substanser bör testas med hjälp av lämpliga metoder, t.ex. test i slutna odlingskärl
(15)(16).



1.4.3.3 Tid för skörd av odlingen

I det första experimentet bör cellerna exponeras för testsubstansen, både med och utan metabolisk aktivering,
under 3–6 timmar och prov bör tas ut vid en tid som motsvarar ca 1,5 gånger den normala cellcykelns längd
efter det att behandlingen har påbörjats (12). Om detta protokoll ger negativa resultat både med och utan
aktivering, bör ytterligare ett experiment utan aktivering utföras, med kontinuerlig behandling fram till att
provtagning sker vid en tidpunkt som motsvarar ca 1,5 gånger den normala cellcyklens längd. Vissa kemikalier
kan vara enklare att detektera vid behandlings-/provtagningstider som är längre är 1,5 cykellängder. Negativa
resultat med metabolisk aktivering måste bekräftas från fall till fall. I de fall där det inte anses nödvändigt att
bekräfta negativa resultat bör detta motiveras.

1.4.3.4 Kromosomberedning

Cellkulturer behandlas vanligtvis med Colcemid eller colchicin under en till tre timmar innan skördning sker.
Varje cellkultur skördas och behandlas separat för preparationen av kromosomer. Kromosomberedning
innefattar hypoton behandling av cellerna, fixering och infärgning.

1.4.3.5 Analys

Alla utstryksglas, inklusive de med positiva och negativa kontroller, bör kodas upp oberoende av varandra
innan den mikroskopiska analysen utförs. Eftersom fixeringen ofta ger upphov till brott på en del av de celler
som är i metafas, med åtföljande förlust av kromosomer, bör de celler som påträffas därför innehålla ett
centromerantal som är ekvivalent med det modala antalet ± 2 för alla celltyper. Åtminstone 200 väl spridda
metafaser bör förekomma per koncentration och kontroll, med lika fördelning mellan dubbelproven, om det
är tillämpligt. Detta antal kan reduceras när ett stort antal avvikelser observeras.

Även om syftet med testet är att detektera strukturella kromosomavvikelser, är det viktigt att notera
polyploidi och endoreduplikation när dessa händelser observeras.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Den experimentiella enheten utgörs av cellen, och därför bör den procentandel av cellerna som uppvisar
strukturella kromosomavvikelser utvärderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bör listas med
antal och frekvenser för experimentella kulturer samt kontrollkulturer. Luckor i DNA-strängen noteras
separat och rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen för avvikelser.

Samtidiga mätningar av cytotoxicitet för alla behandlade och negativa kontrollkulturer i huvudexperimenten
avseende avvikelser bör även samlas in.



Individuella data för kulturen bör tas fram. Dessutom bör alla data sammanställas i form av en tabell.

Det finns inga krav på verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bör klarläggas genom
fortsatta tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser. Behovet av att fastställa negativa resultat
har diskuterats under 1.4.3.3. Vid uppföljningsexperiment bör man överväga att ändra parametrarna i
undersökningen för att utvidga de bedömda försöksbetingelserna. De försöksparametrar som kan modifieras
innefattar koncentrationsstegen och betingelserna för den metaboliska aktiveringen.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en
koncentrationsrelaterad ökning eller en reproducerbar ökning av antalet celler med kromosomavvikelser. Man
bör i första hand överväga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan användas som en hjälp vid
utvärderingen av testresultaten (3)(13). Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda faktor som
bestämmer om resultatet är positivt.

En ökning av antalet polyploida celler kan utgöra en indikation på att testsubstansen har potential att inhibera
mitotiska processer och att inducera numeriska kromosomavvikelser. En ökning av antalet celler med
endoreduplicerade kromosomer kan utgöra en indikation på att testsubstansen har potential att inhibera
cellcykelns förlopp (17)(18).

En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier bedöms såsom icke-mutagen i detta
system.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, så kan i sällsynta fall
uppsättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många experiment som utförs.

Positiva resultat från testet av kromosomavvikelser in vitro  indikerar att testsubstansen inducerar strukturella
kromosomavvikelser hos odlade somatiska däggdjursceller. Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte
inducerar kromosomavvikelser hos odlade somatiska däggdjursceller under de betingelser som rådde under
testet.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel

— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt



 Celler:

— cellernas typ och ursprung

— den använda celltypens karyotypegenskaper och lämplighet

— frånvaro av mykoplasma, om detta är tillämpligt

— information om cellcykelns längd

— bloddonatorernas kön, helblod eller separerade lymfocyter, använd mitogen substans

— antal passager, om detta är tillämpligt

— metoder för underhåll av cellkulturen, om detta är tillämpligt

— det normala antalet kromosomer.

 Försöksbetingelser :

— identitet hos det ämne som stoppar celldelningen i metafasen, dess koncentration och cellexponeringens
varaktighet

— grund för val av koncentrationer och antalet kulturer som ingår, t.ex. data för cytotoxicitet och
begränsningar i löslighet, om detta finns tillgängligt

— mediets sammansättning, CO2-koncentration, om detta är tillämpligt

— testsubstansens koncentration

— den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym

— inkubationstemperatur

— inkubationstid

— behandlingens varaktighet

— celldensitet vid inokulering, om detta är tillämpligt

— typ och sammansättning hos det system som används för metabolisk aktivering, inklusive
acceptabilitetskriterier

— positiva och negativa kontroller

— metoder för preparation av utstryksglas

— kriterier för bedömning av avvikelser

— antal metafaser som analyserats

— metoder för toxicitetsmätningarna

— kriterier för när studierna skall anses vara positiva, negativa eller osäkra.



 Resultat :

— tecken på toxicitet, t.ex. grad av sammanväxning, cellcykeldata, cellräkningar, mitotiskt index

— tecken på utfällning

— data om behandlingsmediets pH och osmolalitet, om detta har uppmätts

— definition av avvikelser, inklusive luckor i DNA-strängen

— antalet celler med kromosomavvikelser och typ av sådana avvikelser, anangivna separat för varje
behandlad kultur samt kontrollkultur

— förändringar i ploiditet, om detta observerats

— dos/respons-förhållande, där det är möjligt

— statistiska analyser, om sådana finns

— samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

— historiska negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med variationer, medelvärden och
standardavvikelser.

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B.11. MUTAGENICITET – TEST IN VIVO AV KROMOSOMAVVIKELSER

I BENMÄRG HOS DÄGGDJUR

1. METOD

Denna metod är en kopia av OECD TG 475, Test av kromosomavvikelser i benmärg hos däggdjur (Mammalian
Bone Marrow Chromosome Aberration Test (1997)).

1.1 INLEDNING

Testet in vivo avseende kromosomavvikelser hos däggdjur används för att detektera strukturella
kromosomavvikelser inducerade av testsubstansen i benmärgsceller hos djur, vanligen hos gnagare (1)(2)(3)(4).
Strukturella kromosomavvikelser kan vara av två typer, kromosomala eller kromatida. En ökning av polyploidin
kan indikera att en kemikalie har potential att inducera numeriska avvikelser. För huvuddelen av de kemiska
mutagenerna utgörs de inducerade avvikelserna av kromatidtypen, men även avvikelser av kromosomtyp kan
förekomma. Kromosommutationer och liknande händelser är orsaken till många genetiska sjukdomar hos
människa och det finns omfattande bevis för att kromosommutationer och liknande händelser som ger upphov
till förändringar i onkogener samt att tumörsuppressorgener är inblandade i cancer hos människa och i
experimentella system.

Gnagare används rutinmässigt i detta test. Benmärg är målvävnaden i detta test, eftersom det är en mycket
kärlrik vävnad som innehåller en cellpopulation med en snabb cellcykel, och där cellerna enkelt kan isoleras
och bearbetas. Andra arter och målvävnader används inte med denna metod.

Detta test av kromosomavvikelser är särskilt relevant för att fastställa mutagena risker, eftersom det medger
överväganden av faktorerin vivo för metabolism, farmakokinetik och processer för DNA-reparationer, även om
dessa faktorer kan variera mellan olika arter och vävnader. Ett testin vivo är även användbart för fortsatta
undersökningar av en mutagen effekt, med detektion genom testerin vitro.

Om det finns bevis för att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att nå målvävnaden, är det inte
lämpligt att använda detta test.

Se även Allmän inledning, Del B.

1.2 DEFINITIONER

Avvikelse av kromatidtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt i form av brott på enstaka kromatider eller
brott och återförening mellan kromatider.

Avvikelse av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och återförening,
hos båda kromatiderna vid samma ställe.

Endoreduplikation: en process där kärnan efter en S-fas under DNA-replikationen inte övergår i mitos utan
inleder ännu en S-fas. Resultatet är kromosomer med 4, 8, 16, . . . kromatider.



Lucka: en akromatisk skada som är mindre än bredden hos en kromatid, och med ett minimum av misspassning
hos kromatiderna.

Numerisk avvikelse: en förändring av antalet kromosomer jämfört med det normala antalet karakteristika hos
de celler som används.

Polyploidi: en multipel av det haploida antalet kromosomer (n) som skiljer sig från det diploida antalet (d.v.s.
3n, 4n, o.s.v.).

Strukturell avvikelse: en förändring i kromosomstrukturen som kan detekteras genom en mikroskopisk
undersökning av celldelningens metafasstadium, och som observeras i form av deletioner och fragment, interna
eller externa utbyten.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Djur exponeras för testsubstansen genom en lämplig metod för exponering och de avlivas på lämpliga tider efter
behandlingen. Innan de avlivas behandlas djuren med ett ämne som gör att celler stannar upp i metafas (t.ex.
colchicin eller Colcemid). Kromosomberedninger görs sedan från benmärgscellerna och färgas in, varpå celler
i metafas analysas med avseende på kromosomavvikelser.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Val av djurarter

Vanligen används råttor, möss och kinesiska hamstrar, även om vilket lämpligt däggdjur som helst kan
utnyttjas. Man bör välja de stammar avunga, friska vuxna djur som vanligen används på laboratorier. När
undersökningen skall påbörjas, är det lämpligt att viktskillnaden mellan djuren är så liten som möjligt och den
bör inte överstiga± 20 % av medelvikten för varje kön.

1.4.1.2 Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den Allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter en
relativ luftfuktighet på 50–60 %.

1.4.1.3 Förberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bör
arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små som möjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bör vänjas vid förhållandena i laboratoriet under minst fem dagar.



1.4.1.4 Beredning av doser

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
så är lämpligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spädas ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring är acceptabel.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. Därhelst det är
möjligt rekommenderas att man i första hand överväger att använda vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel/vehikel) bör ingå för varje kön i varje test. Förutom
behandling med testsubstansen, bör djuren i kontrollgrupperna hanteras på ett identiskt sätt i förhållande till
djuren i de grupper där behandling skett.

Positiva kontroller bör ge strukturella avvikelserin vivo vid exponeringsnivåer som förväntas ge en detekterbar
ökning i förhållande till bakgrunden. Positiva kontrolldoser bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tydliga
men att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avslöjas för läsaren. Det är acceptabelt att den
positiva kontrollen administreras via en annan tillförselväg än testsubstansen och att provtagning endast sker
vid ett enstaka tillfälle. Användning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier kan dessutom
övervägas när dessa finns tillgängliga. I tabellen nedan ges några exempel på positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nr. EINECS-nr.

Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7

Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomycin C 50-07-7 200-008-6

Cyklofosfoamid

Cyklofosfoamidmonohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5



Negativa kontroller, behandlade enbart med lösningsmedel eller vehikel, och i övrigt behandlade på samma som
som behandlingsgrupperna, bör inkluderas för varje provtagningstillfälle, om inte acceptabel variabilitet och
frekvens hos celler med kromosomavvikelser hos djuren kan erhållas från historiska kontrolldata. Om enstaka
provtagning används för negativa kontroller, är den lämpligaste tiden det första provtagningstillfället. Dessutom
bör obehandlade kontroller även användas om inte det finns historiska eller publicerade kontrolldata som visar
att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet/vehikeln.

1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Försöksdjurens antal och kön

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen måste bestå av minst 5 analyserbara djur av varje kön. Det räcker
med att testa enbart det ena könet, om det vid tiden för undersökningens genomförande finns datatillgängliga
från undersökningar av samma art och där man har använt sig av samma exponeringssätt, så att det går att visa
att det inte finns några substantiella skillnader i toxicitet mellan könen. I de fall där exponering för kemikalier
hos människa kan vara könsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet för vissa läkemedel, bör testet utföras med
försöksdjur av lämpligt kön.

1.5.2 Behandlingsschema

Testsubstanser administreras med fördel som en enstaka behandling. Testsubstanser kan även administreras i
form av en delad dos, d.v.s. två behandlingar under samma dag med högst några timmars intervall, för att
underlätta administrering av en stor volym. Andra doseringsscheman bör vara vetenskapligt motiverade.

Prover bör tas vid två separata tillfällen efter behandlingunder en dag. Det första provtagningstillfället för
gnagare ligger på 1,5 gånger den normala cellcykelns längd (den senare är normalt 12–18 timmar) efter
behandling. Eftersom den tid som går åt för upptag och metabolism av testsubstansen, likväl som dess effekt på
cellcykelns kinetik, kan påverka den optimala tiden för detektion av kromosomavvikelser, så rekommenderas
att provtagningen senareläggs till 24 timmar efter det första provtagningstillfället. Om doseringsscheman på
mer än en dag används, bör man använda en provtagningstid på 1,5 gånger den normala cellcykelns längd efter
den slutliga behandlingen.

Innan djuren avlivas bör de injiceras intraperitonealt med en lämplig dos av ett ämne som stoppar celldelningen
i metafas (t.ex. Colcemid eller colchicin). Prov på försöksdjur bör därefter tas vid lämpliga intervall. För möss
är detta intervall ca 3–5 timmar; för kinesiska hamstrar ligger intervallet på ca 4–5 timmar. Celler skördas från
benmärgen och analyseras med avseende på kromosomavvikelser.



1.5.3 Dosnivåer

Om det inte finns några lämpliga data tillgängliga och enundersökning därför utförs för att fastställa omfatt-
ningen, bör denna undersökning utföras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kön och
behandlingsschema som senare skall användas i huvudundersökningen (5). Vid toxicitet används tre dosnivåer
för det första provtagningstillfället. Dessa dosnivåer bör täcka in ett område som sträcker sig från maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfällen räcker det med att endast den högsta dosen används.
Den högsta dosen definieras som den dos som producerar tecken på toxicitet och så att högre dosnivåer
baserade på samma doseringsschema skulle förväntas leda till att försöksdjuret dör. Substanser med specifika
biologiska verkningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena substanser) kan utgöra
undantag från kriterier som är dosbestämmande och bör utvärderas från falltill fall. Den högsta dosen kan även
definieras som en dos vilken ger upphov till någon indikation på toxicitet i benmärgen (t.ex. mer än 50 %
reduktion av mitotiskt index).

1.5.4 ”Limit-test”

En fullständig undersökning med tre dosnivåer kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå på minst
2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma dag, inte
ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data om
strukturellt relaterade substanser. För undersökningar med en längre varaktighet ligger gränsdosen på 2 000
mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och 1 000 mg/kg/ kroppsvikt/dag för behandlingar
som varar längre än 14 dagar. Förväntad exponering av människor kan utgöra en indikation på behovet av att
använda en högre dosnivå i ett ”limit-test”.

1.5.5 Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjälp av en magsond, en lämplig
intuberingskanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra vägar för exponering kan vara acceptabla där
de kan motiveras. Den maximala vätskevolymen som kan administreras med hjälp av sondmatning eller
injektion vid ett tillfälle beror på försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överstiga 2 ml/100 g kroppsvikt.
Användning av volymer som är högre än dessa måste motiveras. Förutom för irriterande eller korrosiva
substanser, som normalt kommer att visa på stegrade effekter med högre koncentrationer, bör variationer av
testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen för att säkerställa att volymen är konstant vid
alla dosnivåer.

1.5.6 Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivningen tas benmärgen ut, tillsätts hypoton lösning och fixeras. Cellerna sprids sedan ut på
utstryksglas och färgas in.



1.5.7 Analys

Det mitotiska indexet bör fastställas som ett mått på cytotoxicitet hos minst 1 000 celler per djur för alla
behandlade försöksdjur (inklusive positiva kontroller) och obehandlade försöksdjur för negativ kontroll.

Minst 100 celler bör analyseras för varje försöksdjur. Detta antal kan reduceras när ett stort antal avvikelser
observeras. Alla utstryksglas, inklusive de för positiva och negativa kontroller, bör kodas oberoende av
varandra innan de analyseras i mikroskop. Eftersom beredningen av utstryksglas ofta resulterar i brott på en del
av de celler som är i metafas med förlust av kromosomer som följd, bör de celler som påträffas därför innehålla
ett centromererantal som är lika med antalet 2n± 2.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data för försöksdjuren bör presenteras i tabellform. Den experimentiella enheten utgörs av djuret.
För varje försöksdjur bör antalet celler som påträffas, antalet avvikelser per cell och procentandelen celler med
strukturella kromosomavvikelser utvärderas. Antalet och frekvensen av olika typer av strukturella kromosom-
avvikelser bör listas för behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-strängen noteras separat och
rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen av avvikelser. Om det inte finns några bevis för
en skillnad i resultaten mellan könen, kan data från båda könen kombineras för statistisk analys.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en dosrelaterad
ökning i det relativa antalet celler med kromosomavvikelser eller en tydlig ökning av antalet celler som
uppvisar avvikelser i en grupp som fått en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfälle. Man bör i första
hand överväga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjälp vid utvärdering
testresultatet (6). Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda faktor som bestämmer om resultatet är
positivt. Tvetydiga resultat bör klarläggas genom fortsatta tester, lämpligen vid ändrade experimentella
betingelser.

En ökning av polyploidin kan utgöra en indikation på att testsubstansen har potential att inducera numeriska
kromosomavvikelser. En ökning av endoreduplikationen kan utgöra en indikation på att testsubstansen har
potential att inhibera cellcykelns förlopp (7)(8).

En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, så kan i sällsynta fall
uppsättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många experiment som utförs.

Positiva resultat från testet av kromosomavvikelserin vivo, indikerar att en substans inducerar
kromosomavvikelser i benmärgen hos de arter som testades. Negativa resultat indikerar att testsubstansen,
under dessa försöksbetingelser, inte inducerar kromosomavvikelser i benmärgen hos de arter som testades.

Sannolikheten för att testsubstansen eller dess metaboliter når ut till det stora kretsloppet eller specifikt till
målvävnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bör diskuteras.



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information :

Lösningsmedel/vehikel

— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Försöksdjur:

— art/stam som används

— försöksdjurens antal, ålder och kön

— källa, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp

Försöksbetingelser:

— positiva och negativa kontroller (vehikel/lösningsmedel)

— data från en undersökning av lämpligt intervall, om en sådan har utförts

— grund för valet av dosnivå

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund för administreringens tillförselväg

— metoder för att verifiera att testsubstansen nådde det stora kretsloppet eller målvävnaden, om detta är
tillämpbart

— omvandling från koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart

— uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet

— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman

— metoder för mätningar av toxicitet

— identiteten hos substanser som stoppar cellcykeln i metafas, deras koncentration och behandlingens
varaktighet

— metoder för preparation av utstryksglas

— kriterier för hur avvikelser påvisas

— antalet celler som analyserats per försöksdjur

— kriterier för bedömning av om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga.



Resultat :

— tecken på toxicitet

— mitotiskt index

— typ av och antal avvikelser, angivna separat för varje försöksdjur

— det totala antalet avvikelser per grupp med medelvärden och standardavvikelser

— antalet celler med avvikelser per grupp med medelvärden och standardavvikelser

— förändringar i ploiditet, om några sådana har observerats

— dos/respons-förhållande, där så är möjligt

— statistiska analyser, om några sådana förekommer

— samtidiga negativa kontrolldata

— historiska negativa kontrolldata med områden, medelvärden och standardavvikelser

— samtidiga positiva kontrolldata

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B. 12. MUTAGENICITET – TEST AV MIKROKÄRNOR IN VIVO I ERYTROCYTER HOS

DÄGGDJUR

1. METOD

Denna metod är en kopia av testet OECD TG 474, Test av mikrokärnor i erytrocyter hos däggdjur (Mammalian
Erythrocyte Micronucleus Test (1997)).

1.1 INLEDNING

Testet av mikrokärnorin vivo hos däggdjur används för detektion av sådana skador på kromosomer eller på den
mitotiska apparaten hos erytroblaster som induceras av testsubstansen, genom analys av erytrocyter från
provtagning på benmärg och/eller perifert blod från djurceller, vanligtvis gnagare.

Avsikten med testet av mikrokärnor är att identifiera substanser som orsakar cytogen skada, vilket resulterar i
bildning av mikrokärnor som innehåller isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

När en erytroblast från benmärg utvecklas till en polykromatisk erytrocyt stöts huvudkärnan ut. Varje
mikrokärna som har bildats kan bli kvar i den annars kärnfria cytoplasman. Visualisering av mikrokärnor
underlättas i dessa celler eftersom de saknar en huvudkärna. En ökning av frekvensen av polykromatiska
erytrocyter med mikrokärnor hos behandlade försöksdjur utgör en indikation på inducerade kromosomskador.

Benmärg från gnagare används rutinmässigt i detta test eftersom polykromatiska erytrocyter produceras i sådan
vävnad. Mätningen av omogna (polykromatiska) erytrocyter med mikrokärnor i perifert blod är likaacceptabelt
hos alla arter där oförmågan hos mjälten att avlägsna erytrocyter med mikrokärnor har kunnat påvisats, eller
som har uppvisat en adekvat sensitivitet för att detektera ämnen som orsakar strukturella eller numeriska
kromosomavvikelser. Mikrokärnor kan särskiljas genom ett antal olika kriterier. Dessa innefattar identifiering
av närvaron eller frånvaron av en kinetochor eller av centromer-DNA i mikrokärnor. Frekvensen av omogna
(polykromatiska) erytrocyter med mikrokärnor utgör den huvudsakliga slutpunkten. Antalet mogna
(normokromatiska) erytrocyter i perifert blod som innehåller mikrokärnor bland ett givet antal mogna
erytrocyter kan även användas som slutpunkt på undersökningen, när försöksdjur behandlas kontinuerligt under
4 veckor eller längre.

Detta test av mikrokärnorin vivo på däggdjur är särskilt relevant för att fastställa mutagena risker, eftersom det
möjliggör överväganden av faktorer förin vivo metabolism, farmakokinetik och processer för DNA-
reparationer, även om sådana faktorer kan variera mellan olika arter, vävnader och genetiska slutpunkter. Ett
test in vivo är även användbart för fortsatta undersökningar av en mutagen effekt, med detektion i ettin vitro-
system.

Om det finns bevis för att testsubstansen eller en reaktiv metabolit inte kommer att nå målvävnaden, är det inte
lämpligt att använda detta test.

Se även Allmän inledning, Del B.



1.2 DEFINITIONER

Centromer (Kinetochor): Delar av en kromosom till vilka spindelfibrer är fästaunder celldelning, vilket ger
upphov till en ordnad rörelse av dotterkromosomerna mot dottercellernas poler.

Mikrokärnor: Små extra kärnor som är separata från cellernas huvudkärna, och som produceras under
mitosens telofas (meios) från isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

Normokromatisk erytrocyt: Mogna erytrocyter som saknar ribosomer och som kan särskiljas från omogna,
polykromatiska erytrocyter genom infärgning som är selektiv för ribosomer.

Polykromatisk erytrocyt: Omogen erytrocyt, i ett intermediärt utvecklingsstadium, vilken fortfarande
innehåller ribosomer och därför kan särskiljas från mogna, normokromatiska erytrocyter genom infärgning som
är selektiv för ribosomer.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Försöksdjur bör exponeras för testsubstansen på ett lämpligt sätt. Om benmärg används, bör försöksdjuren
avlivas vid lämpliga tider efter behandling, varvid benmärg extraheras, preparationer görs och färgas in
(1)(2)(3)(4)(5)(6)(7). När perifert blod används, samlas blodet upp vid lämpliga tidpunkter efter behandling och
utstrykspreparationer görs, vilka sedan färgas in (4)(8)(9)(10). Vid undersökningar med perifert blod, bör det
gå så kort tid som möjligt mellan den sista exponeringen och skörden av cellerna. Preparationerna analyseras
med avseende på närvaron av mikrokärnor.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Val av djurarter

Råttor, möss och kinesiska hamstrar används vanligen, även om vilket lämpligt däggdjur som helst kan
användas. Vid användning av perifert blod rekommenderas möss. Det är emellertid även möjligt att använda
andra däggdjursarter, förutsatt att det är en art där mjälten inte avlägsnar erytrocyter med mikrokärnor eller en
art som har uppvisat en adekvat känslighet när det gäller att detektera ämnen som kan orsaka strukturella eller
numeriska kromosomavvikelser. Vanligt använda laboratoriestammar av unga, friska försöksdjur bör komma
ifråga. Vid undersökningens början bör viktskillnaden mellan försöksdjuren vara minimal och inte överskrida
±20 % av medelvikten för varje kön.

1.4.1.2 Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter en
relativ luftfuktighet på 50–60 %.



1.4.1.3 Förberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bör
arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små som möjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bör vänjas vid förhållandena i laboratoriet under minst fem dagar.

1.4.1.4 Beredning av doser

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
så är lämpligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spädas ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte stabilitetsdata visar att
lagring är acceptabel.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. Det
rekommenderas att, därhelst det är möjligt, man i första hand överväger vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel/vehikel) bör ingå för varje kön i varje test. Förutom
behandling med testsubstansen, bör djuren i kontrollgrupperna hanteras på ett identiskt sätt i förhållande till
djuren i de grupper där behandling skett.

Positiva kontroller bör ge mikrokärnorin vivo vid de exponeringsnivåer som förväntas ge en detekterbar ökning
i förhållande till bakgrunden. Positiva kontrolldoser bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tydliga, men
att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avslöjas för läsaren. Det är acceptabelt att den positiva
kontrollen administreras via en annan tillförselväg än testsubstansen och att provtagning endast sker vid ett
enstaka tillfälle. Användning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier kan dessutom övervägas
när dessa finns tillgängliga. I tabellen nedan ges några exempel på positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nr. EINECS-nr.

Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7

N-etyl-N-nitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomycin C 50-07-7 200-008-6

Cyklofosfoamid

Cyklofosfoamidmonohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5



Negativa kontroller, behandlade enbart med lösningsmedel eller vehiklar, och i övrigt behandlade på samma sätt
som behandlingsgrupperna, bör inkluderas för varje provtagningstillfälle, om inte acceptabel variabilitet och
frekvens hos celler med kromosomavvikelser hos djuren kan erhållas ur historiska kontrolldata. Om enstaka
provtagningar används för negativa kontroller, är den lämpligaste tiden det första provtagningstillfället.
Dessutom bör obehandlade kontroller även användas om inte det finns historiska eller publicerade kontrolldata
som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet/vehikeln.

Om perifert blod används, kan även ett prov taget innan behandlingen påbörjas vara acceptabelt som en
samtidig negativ kontroll, men endast för de korta perifera undersökningarna av blod (t.ex.1 – 3 behandling
(ar)) när resulterande data ligger inom det förväntade området för den historiska kontrollen.

1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Försöksdjurens antal och kön

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen måste bestå av minst 5 analyserbara djur av varje kön. Det räcker
med att testa enbart det ena könet, om det vid tiden för undersökningens genomförande finns datatillgängliga
från undersökningar av samma art och där man har använt sig av samma exponeringssätt, så att det går att visa
att det inte finns några substantiella skillnader i toxicitet mellan könen. I de fall där exponering för kemikalier
hos människa kan vara könsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet för vissa läkemedel, bör testet utföras med
försöksdjur av lämpligt kön.

1.5.2 Behandlingsschema

Inget standardiserat behandlingsschema (t.ex. 1, 2 eller flera behandlingar med 24 timmars intervall) kan
rekommenderas. Proverna från utökade doseringsscheman är acceptabla så länge som en positiv effekt har
demonstrerats för denna typ av undersökning eller, för en negativ undersökning, så länge som toxicitet har
påvisats eller gränsvärdesdosen har använts, och doseringen fortsatte tills det var dags för provtagning.
Testsubstanser kan även administreras i form av en delad dos, d.v.s. två behandlingar under en och samma dag
med högst några timmars intervall, för att på så sätt underlätta administrering av stora volymer med material.

Testet kan utföras på två sätt:

(a) Försöksdjur behandlas en gång med testsubstansen. Prover på benmärg tas ut minst två gånger,
med början tidigast 24 timmar och senast 48 timmar efter behandling, och med lämpliga intervall
mellan proven. Om prover tas tidigare än 24 timmar efter behandling bör detta motiveras. Prover
på perifert blod tas ut minst två gånger, med början tidigast 36 timmar efter behandling, och i
lämpliga intervall efter det första provet, men inte senare än efter 72 timmar. När ett positivt svar
identifieras vid ett provtagningstillfälle, så är ytterligare provtagning inte nödvändig.

(b) Om 2 eller flera dagliga behandlingar utförs (t.ex. två eller flera behandlingar med 24 timmars
intervall), bör prover tas ut en gång mellan 18 och 24 timmar efter den slutliga behandlingen av
benmärgen och en gång mellan 36 och 48 timmar efter den slutliga behandlingen av det perifera
blodet (12).

Prover kan dessutom tas vid andra tidpunkter när detta är lämpligt.



1.5.3 Dosnivåer

Om det inte finns några lämpliga data tillgängliga och enundersökning därför utförs för att fastställa
omfattningen, bör denna undersökning utföras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kön och
behandlingsschema som senare skall användas i huvudundersökningen (13). Vid toxicitet används tre dosnivåer
för det första provtagningstillfället. Dessa dosnivåer bör täcka in ett område som sträcker sig från maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfällen räcker det med att endast den högsta dosen används.
Den högsta dosen definieras som den dos som producerar tecken på toxicitet och så att högre dosnivåer
baserade på samma doseringsschema skulle förväntas leda till att försöksdjuret dör. Substanser med specifika
biologiska verkningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena substanser) kan utgöra
undantag från kriterier som är dosbestämmande och bör utvärderas från falltill fall. Den högsta dosen kan även
definieras som en dos vilken ger upphov till någon indikation på toxicitet i benmärgen (t.ex. en reduktion av
andelen omogna erytrocyter jämfört med det totala antalet erytrocyter i benmärgen eller i perifert blod).

1.5.4 ”Limit-test ”

En fullständig undersökning med tre dosnivåer kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå på minst
2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma dag, inte
ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data om
strukturellt relaterade substanser. För undersökningar med en längre varaktighet ligger gränsdosen på 2 000
mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och på 1 000 mg/kg/ kroppsvikt/dag för behandlingar
som varar längre än 14 dagar. Förväntad exponering av människor kan utgöra en indikation på behovet av att
använda en högre dosnivå i ett ”limit-test”.

1.5.5 Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjälp av en magsond, en lämplig
intuberingskanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillförselvägar för exponering kan vara
acceptabla där de kan motiveras. Den maximala vätskevolymen som kan administreras med hjälp av
sondmatning eller injektion vid etttillfälle beror på försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överstiga 2 ml/100
g kroppsvikt. Användning av volymer som är högre än dessa måste motiveras. Förutom för irriterande eller
korrosiva substanser, som normalt kommer att visa på stegrade effekter med högre koncentrationer, bör
variationer av testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen för att säkerställa att volymen är
konstant vid alla dosnivåer.

1.5.6 Beredning av benmärg / blod

Benmärgsceller erhålls vanligen från lårbenet eller skenbenet omedelbart efter att djuret avlivats. Normalt
avlägsnas cellerna från lårbenet eller skenbenet, prepareras och färgas in med hjälp av etablerade metoder.
Perifert blod erhålls från svansvenen eller någon annan lämplig blodåder. Blodceller färgas omedelbart in
supravitalt (8)(9)(10) eller så görs utstrykspreparationer vilka sedan färgas in. Användningen av ett DNA-
specifikt färgämne [t.ex. akridinorange (14) eller Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)] kan eliminera några av
de artefakter som är associerade med användning av ett färgämne som inte är DNA-specifikt. Denna fördel
utesluter inte användningen av konventionella färgämnen (t.ex. Giemsa). Ytterligare system [t.ex.
cellulosakolonner för att avlägsna celler med kärnor (16)] kan även användas, förutsatt att dessa system har
visat sig fungera på ett adekvat sätt vid preparation av mikrokärnor i laboratoriet.



1.5.7 Analys

Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter (omogna + mogna) bestäms för varje djur
genom att totalt räkna minst 200 erytrocyter för benmärg och 1 000 erytrocyter för perifert blod (17). Alla
utstryksglas, inklusive de från positiva och negativa kontroller, bör ges en oberoende kodning innan analys i
mikroskop utförs. Minst 2 000 omogna erytrocyter per djur undersöks med avseende på förekomst av omogna
erytrocyter med mikrokärnor. Ytterligare information kan erhållas genom att söka efter mogna erytrocyter med
mikrokärnor. Vid analys av utstryksglas bör antalet omogna erytrocyter jämfört med det totala antalet
erytrocyter inte vara mindre än 20 % av kontrollvärdet. När djur behandlas kontinuerligt under 4 veckor eller
mer kan även minst 2 000 mogna erytrocyter per djur undersökas med avseende på förekomst av mikrokärnor.
System för automatiserad analys (bildanalys och flödescytometri av cellsuspensioner) är acceptabla alternativ
till manuell utvärdering om lämplig verifiering och validering sker.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data från försöksdjur bör presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgörs av
försöksdjuret. Antalet omogna erytrocyter som påträffas, antalet omogna erytrocyter med mikrokärnor, och
antalet omogna bland det totala antalet erytrocyter bör listas separat för varje djur som analyseras. När
försöksdjur behandlas kontinuerligt under 4 veckor eller mer, bör data över mogna erytrocyter också
presenteras, om dessa har samlats in. Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter och, om
det anses tillämpligt, procentandelen av erytrocyter med mikrokärnor, bör anges för varje försöksdjur. Om det
inte finns några bevis för en skillnad i resultaten mellan könen, kan data från båda könen kombineras för
statistisk analys.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en dosrelaterad
ökning av antalet celler med mikrokärnor eller en tydlig ökning av antalet celler med mikrokärnor hos en grupp
som fått en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfälle. Man bör i första hand överväga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan användas som en hjälp vid utvärdering av testresultatet (18)(19).
Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda faktor som bestämmer om resultatet är positivt. Tvetydiga
resultat bör klarläggas genom fortsatta tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser.

En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sällsynta fall
uppsättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger experimentet upprepas.

Positiva resultat i testet av mikrokärnor tyder på att substansen inducerar mikrokärnor som är ett resultat av en
kromosomal skada eller skada på den mitotiska apparaten i erytroblasterna hos den art som testas. Negativa
resultat indikerar att testsubstansen, under dessa försöksbetingelser, inte ger upphovtill mikrokärnor i de
omogna erytrocyterna hos den art som testas.

Sannolikheten för att testsubstansen eller någon av dess metaboliter skall nå ut i det stora kretsloppet eller
specifikt till målvävnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bör diskuteras.



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel

— motivering för valet av vehikel

— testsubstansens löslighet och stabilitet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Försöksdjur:

— art/stam som används

— försöksdjurens antal, ålder och kön

— källa, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp

Försöksbetingelser:

— positiva och negativa kontrolldata (vehikel/lösningsmedel)

— data från en undersökning av spännvidden, om en sådan har utförts

— grund för valet av dosnivå

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund för det sätt administreringen sker på

— metoder för att verifiera att testsubstansen nådde det stora kretsloppet eller målvävnaden, om detta är
tillämpbart

— omvandling av koncentrationen för testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart

— fodrets och vattnets kvalitet

— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman

— metoder för preparation av utstryksglas

— metoder för mätningar av toxicitet

— kriterier för bestämning av omogna erytrocyter med mikrokärnor

— antalet analyserade celler per djur

— kriterier för bedömning av om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga.



Resultat :

— tecken på toxicitet

— andelen omogna erytrocyter av det totala antalet erytrocyter

— antalet omogna erytrocyter med mikrokärnor, angett separat för varje djur

— medelvärde± standardavvikelse för omogna erytrocyter med mikrokärnor per grupp

— dos/respons-förhållande, närhelst detta är möjligt

— statistiska analyser och metoder som används

— samtidiga och historiska negativa kontrolldata

— samtidiga positiva kontrolldata

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B. 13/14. MUTAGENICITET : TEST AV ÅTERMUTATION HOS BAKTERIER

1. METOD

Denna metod är en kopia av OECD TG 471, Omvänt bakteriellt mutationstest (Bacterial Reverse Mutation Test
(1997)).

1.1 INLEDNING

I detta test av återmutation hos bakterier används aminosyraberoende stammar avSalmonella typhimuriumoch
Escherichia coliför att detektera punktmutationer, vilka innefattar substitution, addition eller deletion av ett
eller några DNA-baspar (1)(2)(3). Testet bygger på principen att man detekterar mutationer som gör att redan
existerande mutationer i teststammarna går tillbaka varvid den funktionella förmågan hos bakterierna att
syntetisera en essentiell aminosyra återställs. De återmuterade bakterierna detekteras på grundval av sin
förmåga att växa i frånvaro av den aminosyra som krävs hos den ursprungliga teststammen.

Punktmutationer är orsaken till många genetiska sjukdomar hos människor och mycket tyder på att
punktmutationer i onkogener och suppressorgener för tumörer i somatiska celler är inblandade i bildning av
tumörer hos människor och försöksdjur. Testet av återmutation hos bakterier är snabbt, billigt och relativt
enkelt att utföra. Många av testarterna har ett flertal egenskaper som gör dem mera känsliga för detektion av
mutationer inklusive responsiva DNA-sekvenser vid reversionssäten, ökad cellpermeabilitet för stora molekyler
och eliminering av reparationssystem för DNA eller förstärkning av felbenägna reparationsprocesser för DNA.
Specificiteten hos teststammarna kan erbjuda en del nyttig information om de typer av mutationer som
induceras av genotoxiska ämnen. En mycket stor databas med resultat för ett stort antal olika strukturer finns
tillgänglig för tester av återmutation hos bakterier och väletablerade metoder har utvecklats för testning av
kemikalier med olika fysisk-kemiska egenskaper, inklusive flyktiga ämnen.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

Ett test av återmutation hos antingenSalmonella typhimuriumeller Escherichia colidetekterar mutation i en
aminosyraberoende stam (histidin respektive tryptofan) vilket ger en stam som är oberoende av en extern
tillförsel av aminosyror.

Mutagener som ger basparsubstitutionerär ämnen som orsakar en basföränding i DNA. I ett test av
återmutation kan denna förändring uppträda vid sätet för den ursprungliga mutationen eller på ett andra säte i
det bakteriella genomet.

Mutagener som ger förskjutningar (frameshift) är ämnen som orsakar addition eller deletion av ett eller
flera baspar i DNA, vilket då ger en ändrad avläsningsordning i RNA.



1.3 INLEDANDE ÖVERVÄGANDEN

Testet av återmutation hos bakterier utnyttjar prokaryota celler, vilka skiljer sig från däggdjursceller med
avseende på sådana faktorer som upptag, metabolism, kromosomstruktur och processer för DNA-reparation.
Tester som utförsin vitro kräver i allmänhet att det finns en yttre källa för metabolisk aktivering. Hos system
för metabolisk aktiveringin vitro kan inte förhållandena för däggdjurin vivo efterliknas helt och hållet. Testet
ger därför ingen direkt information om den mutagena och den karcinogena potensen hos en substans i däggdjur.

Testet av återmutation hos bakterier används vanligen som en inledande undersökning av genotoxisk aktivitet
och, i synnerhet, av aktivitet som inducerar punktmutationer. En omfattande databas har demonstrerat att många
kemikalier som ger positiva resultat i detta test även uppvisar mutagen aktivitet i andra tester. Det finns
exempel på mutagena ämnen som inte kan detekteras med hjälp av detta test. Skälen till dessa
tillkortakommanden kan tillskrivas den specifika naturen hos den detekterade slutpunkten, skillnader i
metabolisk aktivering, eller skillnader i biotillgänglighet. Å andra sidan kan faktorer som höjer känsligheten hos
testet leda till en överskattning av den mutagena aktiviteten.

Testet av återmutation hos bakterier kan visa sig olämpligt för utvärdering av vissa klasser av kemikalier såsom
starkt baktericida ämnen (t.ex. vissa antibiotika) och de som anses (eller är kända för att) interferera specifikt
med systemet för cellreplikation hos däggdjur (t.ex. vissa inhibitorer av topoisomeras och vissa
nukleosidanaloger). I sådana fall kan mutationstester på däggdjur vara mera lämpliga.

Även om många ämnen som ger positiva resultat i detta test är karcinogena för däggdjur, är korrelationen inte
absolut. Den är beroende på kemisk klass och det finns karcinogener som inte kan detekteras med hjälp av detta
test, eftersom de verkar genom andra, icke-genotoxiska mekanismer eller mekanismer som saknas i
bakterieceller.

1.4 TESTMETODENS PRINCIP

Suspensioner med bakterieceller exponeras för testsubstansen i närvaro och i frånvaro av ett exogent system för
metabolisk aktivering. I plattinkorporeringsmetoden blandas dessa suspensioner med en toppskiktsagar varpå
plattor omedelbart görs på minimalmedium. I preinkubationsmetoden inkuberas behandlingsblandningen och
sedan blandas denna med en toppskiktsagar innan plattor görs på minimalmedium. I båda metoderna räknas
återmuterade kolonier efter två eller tre dagars inkubering och jämförs med antalet spontant återmuterade
kolonier på kontrollplattor med lösningsmedel.

Ett flertal procedurer för att utföra testet av återmutation hos bakterier har beskrivits. Bland de som vanligtvis
används ingår plattinkorporeringsmetoden (1)(2)(3)(4), preinkubationsmetoden (2)(3)(5)(6)(7)(8),
fluktueringsmetoden (9)(10) och suspensionsmetoden (11). Modifikationer för testning av gaser eller ångor har
tidigare beskrivits (12).



De procedurer som beskrivs i metoden hänför sig primärt till plattinkorporerings- och preinkubationsmetoder.
Inga av dem är acceptabla för att genomföra experiment både med och utan metabolisk aktivering. Vissa
substanser kan detekteras mer effektivt med hjälp av preinkubationsmetoden. Dessa substanser tillhör kemiska
klasser som innefattar korta kedjor med alifatiska nitrosaminer, tvåvärda metaller, aldehyder, azofärger och
diazoföreningar, pyrolizidinalkaloider, allylföreningar och nitroföreningar (3). Det är även känt att vissa klasser
av mutagener inte alltid detekteras med hjälp av standardprocedurer såsom plattinkorporeringsmetoden eller
preinkubationsmetoden. Dessa bör uppfattas som ”speciella fall” och det rekommenderas varmt att alternativa
procedurer används för detektionen av dem. De följande ”speciella fallen” bör identifieras (tillsammans med
exempel på procedurer som kan användas för detektionen av dem): azofärger och diazoföreningar (3)(5)(6)(13),
gaser och flyktiga kemikalier (12)(14)(15)(16) samt glykosider (17)(18). En avvikelse från standardproceduren
måste vara vetenskapligt motiverad.

1.5 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.5.1 Förberedelser

1.5.1.1 Bakterier

Nya kulturer med bakterier bör får växa till sig fram till den sena exponentiella eller tidiga stationära
tillväxtfasen (ungefär 109 celler per ml). Kulturer som befinner sig i sen stationär fas bör inte användas. Det är
viktigt att de kulturer som används i experimentet har en hög titer med livsdugliga bakterier. Titern kan fås fram
antingen ur tillväxtkurvor från historiska kontrolldata, eller ur varje försök genom att bestämma antalet
livsdugliga celler med hjälp av ett utstrykningsexperiment.

Den rekommenderade inkubationstemperaturen är 37°C.

Minst fem bakteriestammar bör användas. Dessa bör inkludera fyra stammar avS. typhimurium(TA 1535; TA
1537 eller TA97a eller TA97; TA98; och TA100) som har visat sig vara tillförlitliga och ge en reproducerbar
respons i olika laboratorier. Dessa fyra stammar avS. typhimuriumhar GC-baspar vid det primära
återmutationsstället och det är känt att de inte kan detektera vissa oxiderande mutagener, tvärbindande ämnen
och hydraziner. Sådana substanser kan detekteras med hjälp avE. coli WP2-stammar ellerS. typhimurium
TA102 (19) som har ett AT-baspar vid det primära återmutationsstället. Den rekommenderade kombinationen
av stammar är därför:

• S. typhimuriumTA1535,

• S. typhimuriumTA1537 eller TA97 eller TA97a,

• S. typhimuriumTA98,

• S. typhimuriumTA100, och

• E. coli WP2 uvrA, ellerE. coli WP2 uvrA (pKM101), ellerS. typhimuriumTA102.

För att kunna detektera tvärbindande mutagener kan det vara lämpligt att inkludera TA102 eller att också
använda en DNA-reparationsduglig stam avE. coli [t.ex. E. coli WP2 ellerE. coli WP2 (pKM101)]



Etablerade procedurer för beredning av baskulturer, markörverifiering och lagring bör användas. Behovet av
aminosyror för tillväxten bör påvisas för varje frusen preparation av baskulturer (histidin för stammar avS.
typhimurium och tryptofan för stammar avE. coli). Andra fenotypiska karakteristika bör kontrolleras på
liknande sätt, nämligen närvaron eller frånvaron av R-faktorplasmider där detta är lämpligt [d.v.s. ampicillin-
resistens i stammarna TA98, TA100 och TA97a eller TA97, WP2 uvrA och WP2 uvrA (pKM101) och
ampicillin + tetracyklinresistens i stammen TA102]; närvaron av karakteristiska mutationer (d.v.s. rfa-mutation
i S. typhimuriumgenom känslighet för kristallviolett och uvrA-mutation iE. coli eller uvrB-mutation iS.
typhimuriumgenom känslighet för ultraviolett ljus) (2)(3). Stammarna bör även ge spontant återmuterande
platträkningar av kolonier inom de frekvensområden som kan förväntas från laboratoriets historiska
kontrolldata och helst inom det område som rapporteras i litteraturen.

1.5.1.2 Medium

Använd en lämplig minimalagar (t.ex. innehållande Vogel-Bonner minimalmedium E och glukos) och ett
agartoppskikt som innehåller histidin och biotin eller tryptofan, så att några stycken celldelningar skall kunna
ske (1)(2)(9).

1.5.1.3 Metabolisk aktivering

Bakterier bör exponeras för testsubstansen både i närvaro och frånvaro av ett lämpligt system för metabolisk
aktivering. Det vanligaste systemet som används är en post-mitokondriell fraktion där en kofaktortillsatts (S9)
vilken beretts ur lever från gnagare vilka behandlats med enzyminducerande ämnen såsom Aroclor1254 (1)(2)
eller en kombination av fenobarbiton och ß–naftoflavon (18)(20)(21). Den post-mitokondriella fraktionen
används vanligen vid koncentrationer i området från 5 till 30 % v/v i S9-blandningen. Valet av och
betingelserna hos ett system för metabolisk aktivering kan bero på den klass av kemikalier som testas. I vissa
fall kan det vara lämpligt att använda mer än en koncentration av den postmitokondriella fraktionen. För
azofärger och diazoämnen, kan användning av ett reduktivt system för metabolisk aktivering vara lämpligare
(6)(13).

1.5.1.4 Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
detta är lämpligt, före det att bakterierna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsättas direkt till testsystemen
och/eller spädas ut före behandling. Nygjorda beredningar bör användas om inte stabilitetsdata visar att lagring
kan accepteras.

Lösningsmedel/vehiklar bör inte kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen och bör vara
förenliga med bakteriernas överlevnad samt S9-aktivitet (22). Om man använder andra lösningsmedel/vehiklar
än gängse brukliga, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. Därhelst det
är möjligt, rekommenderas att man i första hand överväger vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.



1.5.2 Försöksbetingelser

1.5.2.1 Teststammar (se 1.5.1.1)

1.5.2.2 Exponeringskoncentration

Cytotoxiciteten och lösligheten i den slutliga behandlingsblandningen är några av de kriterier som man måste ta
hänsyn till vid bestämningen av den högsta mängd av testsubstansen som skall användas.

Det kan vara bra att bestämma toxicitet och löslighet i ett förberedande experiment. Cytotoxicitet kan detekteras
genom en minskning av antalet återmuterande kolonier, en uttunning eller minskning av bakgrundstillväxten,
eller graden av överlevnad hos de behandlade kulturerna. Cytotoxiciteten hos en substans kan ändras i närvaro
av system för metabolisk aktivering. Olöslighet bör fastställas som en utfällning i den slutliga blandningen,
under de verkliga försöksbetingelserna och skall vara synlig för blotta ögat.

Den maximala rekommenderade testkoncentrationen för lösliga icke-cytotoxiska substanser är 5 mg/platta eller
5 µl/platta. För icke-cytotoxiska substanser som inte är lösliga vid 5 mg/platta eller 5 µl/platta, bör en eller flera
av de koncentrationer som testas vara olösliga i den slutliga behandlingsblandningen. Testsubstanser som är
cytotoxiska redan under 5 mg/platta eller 5 µl/platta bör testas upptill en cytotoxisk koncentration. Fällningen
torde inte störa bestämningen.

Minst fem olika analyserbara koncentrationer av testsubstansen bör användas, med ungefär halva log-intervall
(d.v.s. √10) mellan testpunkterna för ett inledande experiment. Mindre intervall kan vara lämpliga när ett
koncentrationssvar håller på att undersökas. Testning över en koncentration på 5 mg/platta eller 5 µl/platta kan
övervägas vid utvärdering av substanser som innehåller avsevärda mängder av potentiellt mutagena
föroreningar.

1.5.2.3 Negativa och positiva kontroller

Samtidiga stamspecifika positiva och negativa kontroller (lösningsmedel eller vehikel), både med och utan
metabolisk aktivering, bör inkluderas i varje försök. Positiva kontrollkoncentrationer som visar på det effektiva
utfallet för varje försök bör väljas.

För försök där ett system för metabolisk aktivering används, bör den positiva kontrollreferenssubstansen väljas
på basis av de typer av bakteriestammar som används.

De följande substanserna utgör exempel på lämpliga positiva kontroller för försök med metabolisk aktivering:

CA-nummer EINECS-nummer Namn

781-43-1 212-308-4 9,10-dimetylantracen

57-97-6 200-359-5 7,12-dimetylbensantracen

50-32-8 200-028-5 bens[a]pyren

613-13-8 210-330-9 2-aminoantracen

50-18-0

6055-19-2

200-015-4 cyklofosfoamid

cyklofosfoamidmonohydrat



Följande substans är en lämplig positiv kontroll för den reduktiva metaboliska aktiveringsmetoden:

573-58-0 209-358-4 kongorött

2–aminoantracen bör inte användas som den enda indikatorn på effektiviteten hos S9-blandningen. Om 2-
aminoantracen används, bör varje sats av S9 även karakteriseras med en mutagen som kräver metabolisk
aktivering med hjälp av mikrosomala enzymer, t.ex. bens[a]pyren, dimetylbensantracen.

Följande substanser utgör exempel på sortspecifika positiva kontroller för försök som utförs utan exogena
system för metabolisk aktivering:

CAS-nummer EINECS-nummer Namn Sort

26628-22-8 247-852-1 natriumazid TA 1535 och TA 100

607-57-8 210-138-5 2-nitrofluoren TA 98

90-45-9 201-995-6 9-aminoakridin TA 1537, TA 97 och TA
97a

17070-45-0 241-129-4 ICR 191 TA 1537, TA 97 och TA
97a

80-15-9 201-254-7 kumenhydroperoxid TA 102

50-07-7 200-008-6 mitomycin C WP2 uvrA och TA102

70-25-7 200-730-1 N-etyl-N-nitro-N-
nitrosoguanidin

WP2, WP2uvrA och
WP2uvrA(pKM101)

56-57-5 200-281-1 4-nitroquinolin-1-oxid WP2, WP2uvrA och
WP2uvrA(pKM101)

3688-53-7 furylfuramid

(AF2)

plasmidinnehållande
sorter

Andra lämpliga positiva kontrollreferenssubstanser kan användas. Användningen av kemiska klassrelaterade
positiva kontrollkemikalier bör övervägas när sådana finns att tillgå.

Negativa kontroller, bestående av enbart lösningsmedel eller vehikel, utan testsubstans, och i övrigt hanterade
på samma sätt som för de behandlade grupperna, bör inkluderas. Obehandlade kontroller bör dessutom även
användas, om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga farliga eller mutagena effekter induceras
av det valda lösningsmedlet.



1.5.3 Förfarande

Vid plattinkorporeringsmetoden (1)(2)(3)(4), utan metabolisk aktivering, blandas vanligen 0,05 ml eller 0,1 ml
av testlösningarna, 0,1 ml av färsk bakteriekultur (innehållande ungefär 108 livsdugliga celler) och 0,5 ml av
steril buffert med 2,0 ml av toppskiktsagar. För ett försök med metabolisk aktivering blandas vanligen 0,5 ml
av en metabolisk aktiveringsblandning, vilken innehåller en adekvat mängd postmitokondriell fraktion (i
området från 5 till 30 % v/v i den metaboliska aktiveringsblandningen), med toppskiktsagar (2,0 ml),
tillsammans med bakterierna och testsubstansen/testlösningen. Innehållet i varje rör blandas och hälls över ytan
på en minimalagarplatta. Toppskiktsagarn tillåts att stelna innan inkubering sker.

För förinkubationsmetoden (2)(3)(5)(6), förinkuberas testsubstansen/testlösningen med teststammen
(innehållande ungefär 108 livsdugliga celler) och steril buffert eller med system för metabolisk aktivering (0,5
ml), vanligen under 20 min. eller längre vid30–37°C, innan den blandas med toppskiktsagarn och hälls uppå
ytan på en minimalagarplatta. Vanligen blandas 0,05 eller 0,1 ml av testsubstansen/testlösningen, 0,1 ml
bakterier och 0,5 ml av S9-blandningen eller steril buffert blandat med 2,0 ml av toppskiktsagar. Rören bör
luftas under förinkubationen med hjälp av en skakmaskin.

För att möjliggöra en rimlig uppskattning av variationen bör tre plattor användas vid varje dosnivå. Användning
av två plattor är acceptabelt när detta är vetenskapligt motiverat. Förlust av en enstaka platta innebär inte
nödvändigtvis att ett försök blir ogiltigt.

Gasformiga eller flyktiga substanser bör testas med lämpliga metoder, såsom i slutna kärl (12)(14)(15)(16).

1.5.4 Inkubering

Alla plattor i en given assay bör inkuberas vid 37°C under48–72 timmar. Efter inkubationsperioden räknas
antalet återmuterande kolonier per plattor.



2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bör presenteras som antalet återmuterande kolonier per platta. Antalet återmuterande kolonier på såväl
negativa (lösningsmedelskontroll och obehandlad kontroll, om en sådan används) och positiva kontrollplattor
bör även anges. Individuella platträkningar, medelantalet för de återmuterande kolonierna per platta och
standardavvikelsen bör uppges för såväl testsubstansen som för positiva och negativa (obehandlade och/eller
(lösningsmedels-) kontroller.

Det finns inget krav på verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bör klarläggas genom fortsatta
tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser. Negativa resultat måste bekräftas från fall till fall. I de
fall där det inte anses nödvändigt att bekräfta negativa resultat bör detta motiveras. Vid uppföljningsexperiment
bör man överväga att ändra parametrarna i undersökningen för att utvidga de bedömda försöksbetingelserna. De
försöksparametrar som skulle kunna modifieras innefattar koncentrationsindelningen, metoden för behandling
(plattinkorporering eller förinkubation i vätska), och betingelser för metabolisk aktivering.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en
koncentrationsrelaterad ökning över hela det testade området och/eller en reproducerbar ökning, vid en eller
flera koncentrationer, av antalet återmuterande kolonier per platta för minst en stam, med eller utan ett system
för metabolisk aktivering (23). Man bör i första hand överväga resultatets biologiska relevans. Statistiska
metoder kan användas som en hjälp vid utvärdering av testresultatet (24). Statistisk signifikans bör dock inte
vara den enda faktor som bestämmer om svaret är positivt.

En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppsättningen av data i
sällsynta fall göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens aktivitet.
Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger experimentet upprepas.

Positiva resultat från testet av återmutation hos bakterier indikerar att substansen inducerar punktmutationer
genom bassubstitutioner eller förskjutningar i genomet hos antingenSalmonella typhimuriumoch/eller
Escherichia coli.Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte är mutagen hos den testade sorten under
dessa försöksbetingelser.



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Följande information måste ingå i testrapporten:

Lösningsmedel/vehikel:

— motivering för valet av lösningsmedel/vehikel

— testsubstansens löslighet och stabilitet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt.

Stammar:

— stammar som används

— antalet celler per kultur

— karakteristika för stammen

Försöksbetingelser:

— mängd av testsubstansen per platta (mg/platta eller µl/platta) med grund för val av dos och antal plattor per
koncentration

— använda medier

— typ och sammansättning hos det system som används för metabolisk aktivering, inklusive
acceptabilitetskriterier

— behandlingsprocedurer.

Resultat :

— tecken på toxicitet

— tecken på utfällning

— individuella platträkningar

— medelantalet återmuterande kolonier per platta och standardavvikelse

— dos/respons-förhållande, där detta är möjligt

— statistiska analyser, om några sådana finns

— samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvärden och
standardavvikelser

— historiska negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvärden och
standardavvikelser

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B. 17. MUTAGENICITET – TEST AV GENMUTATIONER HOS DÄGGDJURSCELLER IN VITRO

1. METOD

Denna metod är en kopia av OECD TG 476, Test av genmutationer hos däggdjurscellerin vitro (In Vitro
Mammalian Cell Gene Mutation Test (1997)).

1.1 INLEDNING

Genmutationstestetin vitro för däggdjursceller kan användas för att detektera genmutationer som inducerats
med hjälp av kemiska substanser. Lämpliga cellinjer innefattar L5178Y muslymfomceller, CHO-, CHO-AS52-
och V79-linjerna från kinesiska hamsterceller och TK6 lymfoblastoidceller från människa (1). I dessa cellinjer
mäter de vanligast använda genetiska slutpunkterna mutation av tymidinkinas (TK) och hypoxanthinguanin
fosforibosyltransferas (HPRT), och en transgen av xanthin-guanin fosforibosyltransferas (XPRT).
Mutationstesterna TK, HPRT och XPRT detekterar olika spektra av genetiska händelser. Den autosomala
lokaliseringen av TK och XPRT kan göra det möjligt att detektera genetiska händelser (t.ex. stora deletioner)
som inte detekteras vid HPRT-lokuset på X-kromosomer (2)(3)(4)(5)(6).

I genmutationstestetin vitro för däggdjursceller kan kulturer med etablerade cellinjer eller celltyper användas.
De celler som används väljs ut på basis av tillväxtförmåga vid odling och stabilitet med avseende på spontan
mutationsfrekvens.

Tester som utförsin vitro kräver i allmänhet att en exogen källa för metabolisk aktivering används. Detta
system för metabolisk aktivering kan inte fullt ut efterlikna förhållandenain vivo hos däggdjur. Försiktighet bör
iakttagas så att man undviker förhållanden som skulle kunna ledatill resultat som inte avspeglar den verkliga
mutageniciteten. Positiva resultat som inte avspeglar den verkliga mutageniciteten kan uppkomma från
förändringar i pH, osmolalitet eller hög cytotoxicitet (7).

Detta test används för att undersöka möjliga mutagener och karcinogener i däggdjur. Många ämnen som är
positiva i detta test är karcinogena i däggdjur. Det föreligger dock ingen perfekt korrelation mellan detta test
och karcinogenicitet. Korrelationen är beroende på den kemiska klassen och det finns allt fler bevis för att det
finns karcinogener som inte detekteras med hjälp av detta test, eftersom de verkar uppträda genom andra, icke-
genotoxiska mekanismer eller mekanismer som är frånvarande i bakterieceller (6).

Se även Allmän inledning, Del B.

1.2 DEFINITIONER

Framåtmutation: en genmutation från den parentala typen till den mutanta formen, vilket ger upphov till en
förändring eller en förlust av den enzymatiska aktiviteten i funktionen hos det protein som bildas.

Mutagener som ger basparsubstitutioner:substanser som orsakar substitution av ett eller flera baspar i
DNA.

Förskjutnings (frameshift)-mutagener: substanser som orsakar addition eller deletion av ett eller flera baspar
i DNA-molekylen.



Fenotypisk expressionstid: en period under vilken celler som nyligen muterat töms på oförändrade
genprodukter.

Mutantfrekvens: antalet mutanta celler som observerats, delat med antalet livskraftiga celler.

Relativ total tillväxt: ökningen av antalet celler över tiden jämfört med en kontrollpopulation av celler,
beräknat som produkten av suspensionstillväxten i förhållande till den negativa kontrollen, gånger
kloningseffektiviteten i förhållande till den negativa kontrollen.

Relativ suspensionstillväxt:ökning av cellantalet delat med expressionsperioden i relation till den negativa
kontrollen.

Viabilitet: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna vid tiden för utstryk på platta, under selektiva
betingelser efter expressionsperioden.

Överlevnad: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna när utstryk på platta sker vid
behandlingsperiodens slut. Överlevnaden uttrycks vanligen i förhållande till överlevnaden hos kontrollens
cellpopulation.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Celler som lider brist på tymidinkinas (TK), beroende på mutationen TK+/- -> TK-/-, är resistenta mot de
cytotoxiska effekterna av pyrimidinanalogen trifluortymidin (TFT). Celler med väl fungerande tymidinkinas är
känsliga för TFT, eftersom TFT ger upphov till inhibering av cellmetabolismen och stoppar fortsatt celldelning.
Mutanta celler kan således utvecklas i närvaro av TFT, medan däremot normala celler, som innehåller
tymidinkinas, inte klarar detta. Celler som lider brist på HPRT eller XPRT kan på liknande sätt väljas ut genom
resistens mot 6-tioguanin (TG) eller 8-azaguanin (AG). Egenskaperna hos testsubstansen bör noggrannt gås
igenom om en basanalog eller ett ämne som är relaterat till det selektiva ämnet testas i något av testerna för
genmutationer i däggdjursceller. Exempelvis bör varje misstänkt selektiv toxicitet hos testsubstansen mot
mutanta och icke-mutanta celler undersökas. Det sätt som det selekterande systemet/ämnet fungerar på, måste
således bekräftas när man testar kemikalier som är strukturellt relaterade med det selektiva ämnet (8).

Celler i suspension eller kulturer i form av ett enkelskikt exponeras för testsubstansen, både med och utan
metabolisk aktivering, under en lämplig tidsperiod och subkultiveras för att bestämma cytotoxiciteten och för
att tillåta fenotypisk expression innan mutantvalet sker (9)(10)(11)(12)(13). Cytotoxiciteten bestäms i vanliga
fall genom att mäta den relativa kloningseffektiviteten (överlevnad) eller den relativa totala tillväxten för
kulturerna efter behandlingsperioden. De behandlade kulturerna bibehålls i ett tillväxtmediumunder en
tillräckligt lång tid, karakteristisk för varje selekterat lokus och celltyp, för att tillåta i det närmaste optimal
fenotypisk expression av inducerade mutationer. Mutationsfrekvensen bestäms genom att inockulera ett känt
antal celler i ett medium som innehåller det selektiva ämnet för detektion av mutanta celler, och i ett medium
utan selektivt ämne för bestämning av kloningseffektiviteten (viabiliteten). Efter en lämplig inkubationstid
räknas cellerna. Mutationsfrekvensen erhålls från antalet mutanta kolonier i selektivt medium och antalet
kolonier i icke-selektivt medium.



1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Celler

Det finns ett antal olika celltyper som kan användas i detta test, inklusive subkloner från L5178Y, CHO, CHO-
AS52, V79 eller TK6-celler. De celltyper som används i detta test bör ha en demonstrerad känslighet mot
kemiska mutagener, en hög kloningseffektivitet och en stabil spontan mutationsfrekvens. Cellerna bör
kontrolleras med avseende på kontaminering från mykoplasma och bör inte användas om kontaminering skett.

Testet bör utformas på ett sådant sätt att det har en förutbestämd känslighet och styrka. Antalet celler, kulturer
och koncentrationer av testsubstansen som används bör reflektera dessa definierade parametrar (14). Det minsta
antalet livskraftiga celler som överlever behandlingen och används vid varje stadium av testet bör baseras på
den spontana mutationsfrekvensen. En generell regel är att använda ett cellantal som är minst tio gånger det
inverterade värdet av den spontana mutationsfrekvensen. Det rekommenderas dock att minst 106 celler används.
Adekvata historiska data för det cellsystem som används bör vara tillgängliga för att kontrollera att testet ger
reproducerbara resultat.

1.4.1.2 Betingelser för media och kulturer

Lämpliga kulturmedia och inkubationsbetingelser (odlingskärl, temperatur, CO2-koncentration och
luftfuktighet) bör användas. Mediet bör väljas ut i enlighet med de selektiva system och celltyper som används i
testet. Det är särskilt viktigt att betingelserna för kulturerna väljs på ett sådant sätt att man säkrar en optimal
celltillväxt cellernaunder expressionsperioden och en förmågatill bildning av kolonier för både mutanta och
icke-mutanta celler.

1.4.1.3 Förberedelse av kulturer

Celler dras upp från stamkulturer, inockuleras i ett odlingsmedium och inkuberas vid 37°C. Innan de används i
detta test kan kulturerna behöva tvättas rena från redan existerande mutanta celler.

1.4.1.4 Metabolisk aktivering

Celler bör exponeras för testsubstansen både i närvaro och frånvaro av ett lämpligt system för metabolisk
aktivering. Det system som vanligen används är en postmitokondriell fraktion somtillsatts en kofaktor (S9),
beredd ur levern från gnagare vilka behandlats med enzyminducerande ämnen såsom Aroclor1254
(15)(16)(17)(18) eller en kombination av fenobarbiton och ß–naftoflavon (19)(20).

Den postmitokondriella fraktionen används vanligen vid koncentrationer i området1–10 % v/v i det slutliga
testmediet. Valet av och betingelserna för ett system för metabolisk aktivering kan vara beroende av klassen av
kemikalier som testas. I vissa fall kan det vara lämpligt att använda mer än en koncentration av den
postmitokondriella fraktionen.

Ett antal vidareutvecklingar, inklusive konstruktion av genetiskt modifierade cellinjer som uttrycker specifika
aktiverande enzymer, kan ge en potential för endogen aktivering. Valet av de cellinjer som används bör vara
vetenskapligt motiverat (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym för metabolismen av
testsubstansen).



1.4.1.5 Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut före
det att cellerna behandlas, om detta är lämpligt. Flytande testsubstanser kan tillsättas direkt till testsystemen
och/eller spädas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte
stabilitetsdata tyder på att lagring kan accepteras.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen och bör vara
förenlig med överlevnaden för cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används bör det finnas data som visar att de är kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade
lösningsmedel/vehiklar i första hand bör övervägas närhelst det är möjligt. När substanser som är instabila i
vatten testas, bör de organiska lösningsmedel som används vara fria från vatten. Vatten kan avlägsnas genom att
tillsats av en molekylsikt.

1.4.2.2 Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall övervägas när den högsta koncentrationen skall fastställas är cytotoxicitet, löslighet
i testsystemet och förändringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bör fastställas såväl med som utan metabolisk aktivering i huvudexperimentet med hjälp av
lämplig indikation på cellernas integritet och tillväxt, såsom relativ kloningseffektivitet (överlevnad) eller
relativ total tillväxt. Det kan vara lämpligt att fastställa cytotoxicitet och löslighet i ett förberedande experiment.

Minst fyra analyserbara koncentrationer bör användas. Där cytotoxicitet uppträder bör dessa koncentrationer
täcka in ett område som sträcker sig från maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebär
normalt att att koncentrationsnivåerna bör separeras av minst en faktor mellan 2 och√10. Om den maximala
koncentrationen är baserad på cytotoxicitet bör detta då resultera i ungefär10–20 % (men inte mindre än 10 %)
relativ överlevnad (relativ kloningseffektivitet) eller relativ total tillväxt. För relativt icke-cytotoxiska
substanser, bör den maximala testkoncentration vara 5 mg/ml, 5 µl/ml eller 0,01 M, beroende på vilket som är
det lägsta.

Relativt olösliga substanser bör testas upp till eller över sin löslighetsgränsunder odlingsbetingelserna för
kulturen. Bevis för olöslighet bör bestämmas i det slutliga behandlingsmediet för vilket cellerna exponeras. Det
kan vara lämpligt att fastställa lösligheten vid behandlingens början och slutpunkt, eftersom lösligheten kan
förändras under exponeringsförloppet i testsystemet beroende på närvaron av celler, S9, serum, etc. Olöslighet
kan detekteras med hjälp av blotta ögat. Fällningen torde inte störa bestämningen.

1.4.2.3 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel eller vehikel), både med och utan metabolisk
aktivering, bör inkluderas i varje experiment. När metabolisk aktivering används, bör den positiva
kontrollkemikalien vara av sådant slag att den kräver aktivering för att ge ett mutagent svar.



I tabellen nedan ges några exempel på positiva kontrollsubstanser.

Betingelser för
metabolisk aktivering

Lokus Substans CAS-nr. EINECS-nr.

Frånvaro av exogen
metabolisk aktivering

HPRT Etylmetansulfonat

Etylnitrosurea

62-50-0

759-73-9

200-536-7

212-072-2

TK (små och
stora kolonier)

Metylmetansulfonat 66-27-3 200-625-0

XPRT Etylmetansulfonat

Etylnitrosourea

62-50-0

759-73-9

200-536-7

212-072-2

Närvaro av exogen
metabolisk aktivering

HPRT 3-Metylkolantren

N-Nitrosodimetylamin

56-49-5

62-75-9

200-276-4

200-549-8

7,12-Dimetylbensantracen 57-97-6 200-359-5

TK (små och
stora kolonier)

Cyklofosfoamid

Cyklofosfoamidmonohydrat

Bens[a]pyren

3-Metylkolantren

50-18-0

6055-19-2

50-32-8

56-49-5

200-015-4

200-028-5

200-276-5

XPRT N-Nitrosodimetylamin (för
höga nivåer av S-9)

Bens[a]pyren

62-75-9

50-32-8

200-549-8

200-028-5

Andra lämpliga referenssubstanser för positiv kontroll kan användas, t.ex. om ett laboratorium har en historisk
databas med 5-brom-2’-deoxiuridin[CAS-nr. 59-14-3, EINECS-nr. 200-415-9] skulle även denna
referenssubstans kunna användas. Användning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier bör
övervägas när sådana finns att tillgå.

Negativa kontroller, bestående av enbart ett lösningsmedel eller en vehikel i behandlingsmediet och behandlade
på samma sätt som behandlingsgrupperna bör inkluderas. Dessutom bör även obehandlade kontroller användas,
om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det
valda lösningsmedlet.



1.4.3 Förfarande

1.4.3.1 Behandling med testsubstansen

Prolifererande celler bör exponeras för testsubstansen både med och utan metabolisk aktivering. Exponering
bör ske under en lämplig tidsperiod (normalt är tretill sex timmar effektivt). Exponeringstiden kan utsträckas
över en eller flera cellcykler.

Antingen en eller två behandlade kulturer kan användas vid varje koncentration som testas. När enstaka kulturer
används, bör antalet koncentrationer ökas så att ett adekvat antal kulturer säkerställs för analys (t.ex. minst 8
analyserbara koncentrationer). Två negativa (lösningsmedels-) kontrollkulturer bör användas.

Gasformiga eller flyktiga substanser bör testas med hjälp av lämpliga metoder, såsom slutna odlingskärl
(21)(22).

1.4.3.2 Mätning av överlevnad, viabilitet och mutantfrekvens

Mot slutet av exponeringsperioden tvättas cellerna och odlas för att bestämma överlevnad och för att medge att
den mutanta fenotypen uttrycks. Mätning av cytotoxicitet, genom en bestämning av den relativa
kloningseffektiviteten (överlevnad) eller relativa totala tillväxten för kulturerna, initieras normalt efter
behandlingsperioden.

Varje lokus har definierade krav på minimitid, så att närmast optimal fenotypisk expression av nyligen
inducerade mutanter medges (HPRT och XPRT kräver minst 6–8 dagar och TK minst 2 dagar). Celler odlas
ofta i ett medium med och utan selektiva ämnen för att såväl antalet mutanter som kloningens effektivitet skall
kunna bestämmas. Mätningen av viabiliteten (används för att beräkna mutantfrekvensen) initieras vid slutet av
expressionstiden genom utstryk på platta i ett icke-selektivt medium.

Om testsubstansen är positiv i testet L5178Y TK+/-, bör storleksmätning av kolonierna utföras på åtminstone en
av testkulturerna (den högsta positiva koncentrationen) och på de negativa och positiva kontrollerna. Om
testsubstansen är negativ i testet L5178Y TK+/-, bör storleksmätning av kolonierna utföras på de negativa och
positiva kontrollerna. Iundersökningar där TK6TK+/- används, kan storleksmätning av kolonierna utföras även
där.



2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bör inkludera en bestämning av cytotoxicitet och viabilitet, räkning av kolonier och mutantfrekvenser för
de behandlade kulturerna och kontrollkulturerna. Om testet L5178Y TK+/- ger ett positivt svar, påvisas kolonier
utifrån kriterier för små och stora kolonier för åtminstone en koncentration av testsubstansen (högsta positiva
koncentrationen) och för de negativa och positiva kontrollerna. Den molekylära och cytogenetiska naturen hos
både stora och små mutanta kolonier har undersökts mycket ingående (23)(24). I testet TK+/- påvisas kolonier
utifrån kriterier för normal tillväxt (stora) och långsam tillväxt (små) av kolonier (25). Mutanta celler som har
utsatts för den mest omfattande genetiska skadan uppvisar förlängda dubbleringstider och bildar därför små
kolonier. Denna skada sträcker sig typiskt i en skala från förlust av hela genen till karyotypiskt synliga
kromosomavvikelser. Induktion av mutanter som ger små kolonier har associerats med kemikalier som
inducerar omfattande kromosomavvikelser (26). Mutanta celler som är mindre allvarligt påverkade växer med
hastigheter liknande de som parentala celler uppvisar och bildar stora kolonier.

Överlevnad (relativa kloningseffektiviteter) eller relativ total tillväxt bör anges. Mutantfrekvensen bör uttryckas
som antalet mutanta celler per antalet celler som överlever.

Individuella data för kulturerna bör anges. Alla data bör dessutom sammanfattas i tabellform.

Det finns inget krav på verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bör klarläggas genom fortsatta
tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser. Negativa resultat måste bekräftas från fall till fall. I de
fall där det inte anses nödvändigt att bekräfta ett negativt resultat bör detta motiveras. Vid tvetydiga eller
negativa resultat bör man vid uppföljningsexperiment överväga att ändra parametrarna i undersökningen för att
utvidga de bedömda försöksbetingelserna. Försöksparametrar som kan behöva modifieras inkluderar
koncentrationsstegen och villkoren för metabolisk aktivering.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATET

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en
koncentrationsrelaterad ökning eller en reproducerbar ökning i mutationsfrekvensen. Man bör i första hand
överväga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjälp vid utvärdering testresultatet.
Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda faktor som bestämmer om resultatet är positivt.

En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sällsynta fall
uppsättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger som experimentet upprepas.

Positiva resultat från testet av genmutationerin vitro hos däggdjursceller indikerar att testsubstansen inducerar
genmutationer i de odlade däggdjursceller som används. Ett positivt koncentrationssvar som är reproducerbart
är mycket meningsfullt. Negativa resultat indikerar att testsubstansen,under försöksbetingelserna, inte
inducerar genmutationer i de odlade däggdjursceller som används.



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Följande information måste ingå i testrapporten:

Lösningsmedel/vehikel

— motivering för valet av vehikel/lösningsmedel

— testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Celler:

— cellernas typ och källa

— antalet cellkulturer

— antalet cellpassager, om detta är tillämpligt

— metoder för bibehållande av cellkulturen, om detta är tillämpligt

— frånvaro av mykoplasma.

Försöksbetingelser:

— grund för val av koncentrationer och antalet kulturer inklusive t.ex. data för cytotoxicitet och
löslighetsbegränsningar, om dessa finns att tillgå

— mediernas sammansättning, CO2-koncentration

— testsubstansens koncentration

— den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym

— inkubationstemperatur

— inkubationstid

— behandlingens varaktighet

— celldensitet under behandlingen

— typ och sammansättning hos det system som används för metabolisk aktivering, inklusive
acceptabilitetskriterier

— positiva och negativa kontroller

— expressionsperiodens varaktighet (inklusive antalet celler som inokulerats, samt subkulturer och scheman
för näringstillförsel, om detta är tillämpligt)

— selektiva ämnen

— kriterier för när tester skall anses som positiva, negativa eller tvetydiga

— metoder som används för att räkna antalet livskraftiga och muterade celler

— definition av kolonier vars storlek och typ skall beaktas (inklusive kriterier för ”små” och ”stora” kolonier,
där detta är tillämpligt).



Resultat :

— tecken på toxicitet

— tecken på utfällning

— data för pH och osmolalitetunder det att exponering för testsubstansen sker, om sådana data har uppmätts

— koloniernas storlek (i de fall de räknats) för åtminstone negativa och positiva kontroller

— laboratoriets möjligheter att detektera mutanter som ger små kolonier med L5178Y TK+/- -systemet, där
detta är tillämpligt

— dos/respons-förhållande, där detta är möjligt

— statistiska analyser, om sådana finns

— samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

— historiska negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata med intervall, medelvärden och
standardavvikelser

— mutationsfrekvens

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B.23. SPERMATOGONIAL TEST AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DÄGGDJUR

1. METOD

Denna metod är en kopia av testet OECD TG 483, Spermatogonial test av kromosomavvikelser hos däggdjur
(Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test (1997)).

1.1 INLEDNING

Ändamålet med testet av spermatogoniala avvikelserin vivo hos däggdjur, är att identifiera de substanser som
orsakar strukturella kromosomavvikelser i spermatogoniala celler hos däggdjur (1)(2)(3)(4)(5). Strukturella
avvikelser kan vara av två typer, kromosomala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna
inducerar avvikelser av kromatidtyp, men även avvikelser av kromosomtyp förekommer. Denna metod är inte
utformad för att mäta numeriska avvikelser och används inte rutinmässigt för detta ändamål.
Kromosommutationer och relaterade händelser är orsaken till många genetiska sjukdomar hos människor.

Detta test mäter kromosomhändelser i spermatogoniala könsceller och förväntas därför utgöra en förutsägelse
på induktion av ärftliga mutationer i könsceller.

Gnagare används rutinmässigt i detta test. Detta cytogenetiska testin vivo detekterar kromosomavvikelser i
spermatogoniala mitoser. Andra målceller omfattas inte av denna metod.

För att detektera avvikelser av kromatidtyp i spermatogoniala celler, bör den första mitotiska celldelningen efter
behandlingen undersökas innan dessa skador förloras i de påföljande celldelningarna. Ytterligare information
från behandlade spermatogoniala stamceller kan erhållas genom meiotisk kromosomanalys av avvikelser av
kromosomtyp vid diakinesmetafas I, när de behandlade cellerna förvandlas till spermatocyter.

Detta in vivo-test är utformat för att undersöka om mutagener för somatiska celler även är aktiva i könsceller.
Det spermatogoniala testet är dessutom relevant för att fastställa risken för mutagenicitet, eftersom det medger
att faktorer förin vivo metabolism, farmakokinetik och reparationsprocesser för DNA beaktas.

Ett antal generationer av spermatogonier finns närvarande i testikeln med ett spektrum av känslighet för kemisk
behandling. De avvikelser som detekteras representerar alltså ett samlat svar på behandlade spermatogoniala
cellpopulationer, där de mera talrika differentierade spermatogoniala cellerna överväger. Olika generationer av
spermatogonier kan där komma i kontakt med det stora kretsloppet. Om detta sker eller ej avgörs av deras
position inne i testikeln, beroende på den fysiska och fysiologiska Sertoli-cellbarriären och på
blod/testikelbarriären.

Om det finns bevis för att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att nå fram till målvävnaden,
är det inte lämpligt att använda detta test.

Se även Allmän inledning, Del B.



1.2 DEFINITIONER

Avvikelse av kromatidtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott på enstaka kromatider eller brott
och återförening mellan kromatider.

Avvikelse av kromosomtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott, eller brott och återförening, på
båda kromatiderna på samma ställe.

Lucka: en akromatisk skada som är mindre än bredden på en kromatid, och med ett minimum av misspassning
hos kromatider.

Numerisk avvikelse: en förändring av antalet kromosomer från det normala antalet som är karakteristiskt för
det försöksdjur som används.

Polyploidi: en multipel av det haploida kromosomantalet (n) som skiljer sig från det diploida antalet (d.v.s. 3n,
4n, o.s.v.).

Strukturell avvikelse: en förändring av kromosomstrukturen som är detekterbar med hjälp av en mikroskopisk
undersökning av metafasstadiet vid celldelning, observerad i form av deletioner, interna eller externa utbyten.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Försöksdjur exponeras för testsubstansen genom ett lämpligt exponeringssätt och avlivas sedan vid en lämplig
tid efter behandling. Innan avlivningen sker, behandlas försöksdjuren med en substans som gör att celldelningen
stannar upp i metafas (t.ex. colchicin eller Colcemid�). Kromosomberedninger görs sedan från könsceller och
färgas in, varpå de celler som är i metafas analyseras med avseende på kromosomavvikelser.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Val av djurarter

Handjur av kinesiska hamstrar och möss används i stor utsträckning. Det är även möjligt att använda hanar från
andra lämpliga däggdjursarter. Man bör välja de stammar av unga, friska vuxna djur som vanligen används på
laboratorier. När undersökningen skall påbörjas är det lämpligt att viktskillnaden mellan djuren är så liten som
möjligt och den bör inte överstiga± 20 % av medelvikten.

1.4.1.2 Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den Allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter en
relativ luftfuktighet på 50–60 %.

1.4.1.3 Förberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bör
arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små som möjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bör vänjas vid förhållandena i laboratoriet under minst fem dagar
innan undersökningen börjar.



1.4.1.4 Beredning av doser

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
så är lämpligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spädas ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring är acceptabel.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. När det är
möjligt, rekommenderas att man i första hand överväger att använda vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa (lösningsmedel/vehikel) kontroller bör inkluderas i varje test. Utom vid
behandling med testsubstansen, bör försöksdjuren i kontrollgrupperna hanteras på ett sätt som är identiskt med
sättet för försöksdjuren i de grupper som behandlas.

Positiva kontroller bör ge strukturella kromosomavvikelserin vivo i spermatogoniala celler när administrering
sker vid exponeringsnivåer som förväntas ge en detekterbar ökning i förhållande till bakgrunden.

Positiva kontrolldoser bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tydliga men inte omedelbart avslöjar
identiteten hos kodade utstryksglas för läsaren. Det är acceptabelt att den positiva kontrollen administreras via
en annan tillförselväg än testsubstansen och att provtagningen endast sker vid ett tillfälle. Dessutom kan
användningen av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier övervägas när sådana finns att tillgå. I
tabellen nedan ges några exempel på positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nr. EINECS-nr.

Cyklofosfoamid

Cyklofosfoamidmonohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Cyklohexylamin 108-91-8 203-629-0

Mitomycin C 50-07-7 200-008-6

Monomer akrylamid 79-06-1 201-173-7

Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativa kontroller, behandlade med enbart ett lösningsmedel eller en vehikel, och i övrigt behandlade på
samma sätt som behandlingsgrupperna, bör inkluderas för varje provtagningstillfälle, om inte acceptabel
variabilitet och frekvens för celler med kromosomavvikelser mellan försöksdjuren kan påvisas från historiska
kontrolldata. Dessutom bör obehandlade kontroller även användas, om inte det finns historiska eller publicerade
kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet/vehikeln.



1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Antal försöksdjur

Varje behandlad grupp och kontrollgrupp måste inkludera minst 5 analyserbara hanar.

1.5.2 Behandlingsschema

Testsubstanser bör lämpligen administreras en eller två gånger (d.v.s. som en enstaka behandling eller som två
behandlingar). Testsubstanser kan även administreras i form av en delad dos, d.v.s. två behandlingar under
samma dag med högst några timmars intervall, för att underlätta administrering av stora volymer. Andra
doseringsscheman bör vara vetenskapligt motiverade.

I den högsta dosgruppen används två provtagningstider efter behandlingen. Eftersom cellcykelns kinetik kan
påverkas av testsubstansen, används en tidig och en sen provtagningstid vid ungefär 24 och 48 timmar efter
behandlingen. För andra doser än den högsta dosen bör en provtagningstid vid 24 timmar eller 1,5 cellcyklers
längd efter behandlingen användas, om inte andra provtagningstider är kända för att vara lämpligare för
detektion av effekter (6).

Dessutom kan andra provtagningstider användas. När det t.ex. gäller fall där kemikalier kan inducera
kromosom-”lagging”, eller när de kan ge upphov till S-oberoende effekter, kan tidigare provtagningstider visa
sig vara lämpligare (1).

Man måste i varje enskilt fall fastställa om det är lämpligt att använda ett upprepat behandlingsschema. Efter ett
upprepat behandlingsschema bör försöksdjuren avlivas 24 timmar (1,5 gånger cellcykelns längd) efter den sista
behandlingen. Ytterligare provtagningstider kan användas där så är lämpligt.

Innan avlivningen sker, injiceras försöksdjuren intraperitonealt med en lämplig dos av en substans som stoppar
celldelningen i metafas (t.ex. Colcemid eller colchicin). Provtagning på försöksdjur sker därefter med
lämpliga intervall. För möss ligger detta intervall på ungefär3 – 5 timmar och för kinesiska hamstrar ligger
intervallet på ungefär4 – 5 timmar.

1.5.3 Dosnivåer

Om det inte finns några lämpliga data tillgängliga och enundersökning därför utförs för att fastställa
omfattningen, bör denna undersökning utföras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar och
behandlingsschema som senare skall användas i huvudundersökningen (13). Vid toxicitet används tre dosnivåer
för det första provtagningstillfället. Dessa dosnivåer bör täcka in ett intervall som sträcker sig från maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfällen räcker det med att endast den högsta dosen används.
Den högsta dosen definieras som den dos som producerar tecken på toxicitet och så att högre dosnivåer
baserade på samma doseringsschema skulle förväntas leda till att försöksdjuret dör.

Substanser med specifika biologiska verkningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgöra undantag från kriterier som är dosbestämmande och bör utvärderas ifrån falltill fall.
Den högsta dosen kan även definieras som en dos vilken ger upphov till någon indikation på toxicitet i de
spermatogoniala cellerna (t.ex. en reduktion i kvoten av spermatogoniala mitoser hos de första och andra
meiotiska metafaserna; denna reduktion bör inte överskrida 50 %).



1.5.4 ”Limit-test ”

En fullständig undersökning med tre dosnivåer kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå vid
minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma
dag, inte ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data om
strukturellt relaterade substanser. En förväntad exponering av människor kan visa på behovet av att en högre
dosnivå används i ”limit-testen”.

1.5.5 Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjälp av en magsond, en lämplig
intuberingskanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillförselvägar för exponering kan vara
acceptabla där de kan motiveras. Den maximala vätskevolymen som kan administreras med hjälp av
sondmatning eller injektion vid etttillfälle beror på försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överstiga 2 ml/100
g kroppsvikt. Användning av volymer som är större än dessa måste motiveras. Förutom för irriterande eller
korrosiva substanser, som normalt kommer att visa på stegrade effekter med högre koncentrationer, bör
variationer av testvolymen minimeras genom att en justering av koncentrationen sker för att säkerställa att
volymen är konstant vid alla dosnivåer.

1.5.6 Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivning, tas cellsuspensioner ut från en eller båda testiklarna, exponeras för en hypoton
lösning och fixeras. Cellerna stryks sedan ut på utstryksglas och färgas in.

1.5.7 Analys

För varje försöksdjur bör minst 100 väl spridda metafaser analyseras (d.v.s. ett minimum på 500 metafaser per
grupp). Detta antal skulle kunna reduceras när ett stort antal avvikelser observeras. Alla utstryksglas, inklusive
de från positiva och negativa kontroller, bör få en oberoende kodning innan den mikroskopiska analysen utförs.
Eftersom fixeringsprocedurerena ofta resulterar i brott på en del av de celler som är i metafas, med förlust av
kromosomer som följd, bör de celler som påvisas innehålla ett antal centromerer som motsvarar antalet 2n ± 2.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data från försöksdjur bör presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgörs av
försöksdjuret. För varje individuellt försöksdjur bör antalet celler med strukturella kromosomavvikelser och
antalet kromosomavvikelser per cell utvärderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bör listas med
antal och frekvenser för behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-strängen registreras separat
och rapporteras men inkluderas i allmänhet inte i den totala avvikelsefrekvensen.

Om såväl mitos som meios observeras, bör förhållandet mellan spermatogoniala mitoser och de första och andra
meiotiska metafaserna fastställas som ett mått på cytotoxicitet för alla behandlade och negativa kontroll-
försöksdjur vid ett totalt prov på 100 celler som delar sig per djur för att etablera en möjlig cytotoxisk effekt.
Om endast mitos kan observeras, bör mitosindexet bestämmas i minst 1 000 celler för varje försöksdjur.



2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en dosrelaterad
ökning av det relativa antalet celler med kromosomavvikelser eller en tydlig ökning av antalet celler hos en
grupp som fått en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfälle. Man bör i första hand överväga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan användas som en hjälp vid utvärdering av testresultatet (8).
Tvetydiga resultat bör klarläggas genom fortsatta tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser.

En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, så kan i sällsynta fall
uppsättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger som experimentet upprepas.

Positiva resultat frånin vivo-testet för spermatogoniala kromosomavvikelser indikerar att testsubstansen
inducerar strukturella kromosomavvikelser i könscellerna hos den art som testas. Negativa resultat indikerar att
testsubstansen, under försöksbetingelserna, inte inducerar kromosomavvikelser i könscellerna på den art som
testas.

Sannolikheten för att testsubstansen eller dess metaboliter når målvävnaden bör diskuteras.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel

— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens löslighet och stabilitet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Försöksdjur:

— art/stam som används

— försöksdjurens antal och ålder

— ursprung, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp



Försöksbetingelser:

— data från en omfångsundersökning, om en sådan genomförts

— grund för valet av dosnivå

— grund för administrationsvägen

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund för avlivningstiderna

— omvandling från koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart

— uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet

— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman

— metoder för mätningar av toxicitet

— identiteten hos substanser som stoppar cellcykeln i metafas, deras koncentration och behandlingens
varaktighet

— metoder för preparation av utstryksglas

— kriterier för hur avvikelser påvisas

— antalet celler som analyserats per försöksdjur

— kriterier för bedömning av om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

— tecken på toxicitet

— mitotiskt index

— förhållandet mellan spermatogoniala mitosceller och de första och andra meiotiska metafaserna

— typ av och antal avvikelser, angivna separat för varje försöksdjur

— det totala antalet avvikelser per grupp

— antalet celler med avvikelser per grupp

— dos/respons-förhållande, där så är möjligt

— statistiska analyser, om några sådana förekommer

— samtidiga negativa kontrolldata

— historiska negativa kontrolldata med omfång, medelvärden och standardavvikelser

— samtidiga positiva kontrolldata

— förändringar i ploiditet, om sådana har observerats

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B.26. TEST AVSEENDE SUBKRONISK ORAL TOXICITET

90-DAGARS UPPREPAT ORALTEST PÅ GNAGARE

1. METOD

Denna testmetod för subkronisk oral toxicitet motsvarar OECD TG 408 (1998).

1.1 INLEDNING

Vid bedömning och utvärdering av en kemikalies toxiska egenskaper kan bestämningen av subkronisk oral
toxicitet med användning av upprepade doser genomföras efter det att man har fått preliminär
toxicitetsinformation från test avseende akut toxicitet eller från test med upprepad dosering (28 dagar). Från
90-dagarstestet fås information om eventuella hälsoskador som kan uppstå till följd av upprepad exponering
under en lång tidsperiod som täcker mognaden efter avvänjning och uppväxten ända in i vuxenstadiet . Genom
testet fås information om de mest betydande toxiska verkningarna, indikation om vilka organ som påverkas
och huruvida det finns en risk för ackumulering. Likaså kan man få en uppskattning om en exponeringsnivå
vid vilken inga skadliga verkningar observeras. Denna information kan användas för att välja dosnivåer för
test avseende kronisk toxicitet och för att fastställa säkerhetskriterier gällande exponering på människor.

Metoden innebär starkare betoning av neurologiska slutpunkter (endpoints) och ger indikationer om
immunologiska och reproduktionstoxiska verkningar. Likaså betonas behovet av noggranna kliniska
observationer av djuren i syfte att få fram så mycket information som möjligt. Testets syfte är att möjliggöra
identifiering av kemikalier som har potential att framkalla sådana neurotoxiska, immunologiska eller
reproduktionstoxiska verkningar som kan motivera närmare undersökningar.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

Dos: den mängd testämne som tillförs. Dosen uttrycks som vikt (g, mg), som vikten testämne per viktenhet
försöksdjur (t.ex. mg/kg) eller som en konstant utfodringskoncentration (ppm).

Dosering: ett allmänt begrepp som inbegriper dos, dess frekvens och varaktighet.

NOAEL:  en förkortning av ”No-observed-adverse-effect level” (nivå vid vilken inga skadliga verkningar
observeras). Avser den högsta dosnivån vid vilken inga skadliga behandlingsrelaterade verkningar kan
observeras.

1.3 PRINCIP FÖR TEST METODEN

Testämnet tillförs oralt dagligen under 90 dagar i stegvis ökande doser till flera grupper försöksdjur, en dosnivå
per grupp. Under denna period observeras djuren noggrant för att se upp de uppvisar några tecken som tyder
på att testämnet är toxiskt. Djur som dör eller avlivas under testet obduceras och vid testets slut avlivas de
överlevande djuren och obduceras.



1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelse av djuren

För testet används friska djur som har acklimatiserats till laboratoriemiljön under minst fem dagar och som
inte har använts för tidigare test. Försöksdjuren bör karakteriseras enligt art, stam, ursprung, kön, vikt och
ålder. Djuren fördelas slumpvis i kontroll- och behandlingsgrupper. Burarna placeras på sådant sätt att
eventuella verkningar på grund av placeringen minimeras. Varje djur tilldelas ett unikt identifieringsnummer.

1.4.2 Förberedelse av doserna

Testämnet tillförs via sondmatning, foder eller dricksvatten. Den metod som väljs för oral tillförsel beror på
testets syfte och testämnets fysikalisk-kemiska egenskaper.

Vid behov kan testämnet lösas upp eller suspenderas i en lämplig vehikel. Om möjligt man bör i första hand
överväga vattenlösning eller vattensuspension, sedan oljelösning eller oljeemulsion (t.ex. majsolja) och
därefter eventuella övriga vehiklar. I fråga om andra vehiklar än vatten måste de toxiska egenskaperna vara
kända. Testämnets stabilitet vid tillförselförhållandena bör fastställas.

1.4.3 Testförhållanden

1.4.3.1 Försöksdjur

Rekommenderat försöksdjur är råtta, även om testet kan utföras med andra gnagare (t.ex. mus). Djuren bör
vara unga och friska vuxna exemplar som härrör från normala laboratoriestammar. Hondjuren får inte ha fött
ungar och får inte vara dräktiga. Doseringen bör inledas snarast möjligt efter avvänjningen och under alla
förhållanden innan djuren är nio veckor gamla. Vid testets början bör variationen i vikt mellan de använda
djuren vara minimal och får inte överstiga ± 20 % av vardera könets medelvikt. Om testet utförs som
inledning till ett långtidstest avseende kronisk toxicitet måste djur från samma stam och ursprung användas för
båda testen.

1.4.3.2 Antal och kön

Minst 20 djur (tio honor och tio hanar) bör användas för varje dosnivå. Om avlivningar är inplanerade under
testets gång bör antalet djur ökas med det antal djur som avlivas innan testet har slutförts. Beroende på tidigare
kunskaper om kemikalien eller en nära besläktad kemikalie bör man överväga att ta med ytterligare en
satellitgrupp på tio djur (fem per kön) för kontrollgruppen och toppdosgruppen. Efter behandlingsperioden
observeras satellitgruppen med avseende på reversibla eller kvarstående toxiska verkningar. Längden för denna
period fastställs med beaktande av de observerade verkningarna.



1.4.3.3 Dosnivåer

Minst tre dosgrupper och en parallell kontrollgrupp bör användas, utom om gränstest utförs (se 1.4.3.4).
Dosnivåerna kan basera sig på resultaten från test med upprepad dos eller från preliminära test för
dosbestämning, och de bör fastställas med beaktande av alla toxikokinetiska data som finns tillgängliga för
testämnet eller närbesläktade ämnen. Den högsta dosnivån väljs så att den framkallar toxiska verkningar utan
att orsaka dödsfall eller svårt lidande, förutsatt att det inte finns begränsningar som beror på testämnets
fysikalisk-kemiska natur eller biologiska verkningar. Därefter väljs dosnivåerna i fallande skala så att en
dosrelaterad respons kan påvisas, och samtidigt så att inga påvisbara skadliga verkningar (NOAEL) kan
observeras vid den lägsta dosnivån. Två- till fyrfaldiga dosintervall är ofta optimala för de fallande
dosnivåerna. Tillägg av en fjärde testgrupp är att föredra framför användning av mycket breda intervall mellan
dosnivåerna (t.ex. en faktor som är större än cirka 6–10).

Kontrollgruppen är en obehandlad grupp, eller en vehikelkontrollgrupp om vehikel används för tillförsel av
testämnet. Förutom att djuren i kontrollgruppen inte behandlas med testämnet bör de hanteras på exakt
samma sätt som djuren i dosgrupperna. Om en vehikel används bör kontrollgruppen tillföras vehikeln i den
största volym som används. Om testämnet tillförs via fodret och man märker att foderintaget minskar, kan
det vara till fördel med en parallellt utfodrad kontrollgrupp för att kunna avgöra huruvida minskningen beror
på att testämnet påverkar fodrets smak eller på att det förekommer toxikologiska förändringar i testmodellen.

Följande egenskaper hos vehikeln och övriga eventuella tillsatsämnen bör beaktas: verkningarna på
absorption, distribution, metabolism eller kvarhållande av testämnet; verkningarna på testämnets kemiska
egenskaper i den utsträckning dessa verkningar kan påverka testämnets toxiska egenskaper samt verkningarna
på försöksdjurens foder- eller vattenintag eller deras näringstillstånd.

1.4.3.4 Gränstest (Limit-test)

Om ett test med en dosnivå om minst 1000 mg per kg kroppsvikt och dag genomförs på det sätt som beskrivs
här och inga toxiska verkningar kan observeras, och om toxicitet inte förväntas på grundval av uppgifter om
strukturellt närbesläktade ämnen, kan ett fullständigt test med tre dosnivåer anses vara överflödigt. Gränstest
tillämpas utom när exponering på människor indikerar att en högre dosnivå behövs.

1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Tillförsel av doser

Djuren ges dagliga doser av testämnet under 90 dagar. Varje annat doseringsschema, t.ex. dosering fem dagar
per vecka, måste motiveras. Om testämnet tillförs genom sondmatning bör hela dosen tillföras på en gång via
magsond eller lämplig intubationskanyl. Den största mängd vätska som kan tillföras vid ett och samma tillfälle
beror på försöksdjurets storlek. Volymen får inte överstiga 1 ml per 100 g kroppsvikt utom i fråga om
vattenlösningar för vilka 2 ml per 100 g kroppsvikt får användas. Med undantag för irriterande eller frätande
ämnen som normalt ger kraftigare verkan med högre koncentration bör variationer i testvolym minimeras
genom justering av koncentrationen, för att säkerställa en konstant volym på alla dosnivåer.

För ämnen som tillförs via foder eller dricksvatten är det viktigt att försäkra sig om att testämnet ges i
kvantiteter som inte stör det normala näringsupptaget eller den normala vattenbalansen. När testämnet
tillförs via fodret kan man använda en konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosnivå i förhållande
till djurens kroppsvikt. Det använda alternativet måste anges. När ett ämne tillförs genom sondmatning bör
dosen ges vid samma tid varje dag och vid behov justeras dosen så att dosnivån hålls konstant i förhållande till
djurens kroppsvikt. Om ett 90-dagarstest används som inledning till ett långtidstest avseende kronisk toxicitet
måste samma foder användas i båda testen.



1.5.2 Observationer

Observationsperioden bör vara minst 90 dagar. Djur i en satellitgrupp avsedd för fortsatta observationer hålls
obehandlade under en lämplig period så att man kan upptäcka kvarstående verkningar eller återhämtning från
toxiska verkningar.

Generella kliniska observationer bör göras minst en gång per dag, helst vid samma tid(er) varje dag och med
beaktande av perioden för när maximala verkningar förväntas efter dosering. Djurens hälsostatus bör
registreras. Minst två gånger per dag, i regel i början och slutet av varje dag, undersöks alla djur i syfte att hitta
döende eller döda djur.

Noggranna kliniska observationer görs minst en gång av alla djur före den första exponeringen (för att
möjliggöra jämförelser på samma objekt) och därefter minst en gång i veckan. Dessa observationer bör göras
utanför buren, helst på en ”standardarena” och vid samma tid på dagen varje gång. Observationerna bör
noteras noggrant, helst genom att poängsystem som testlaboratoriet har definierat exakt. Man bör eftersträva
minimala variationer i observationsbetingelserna. Observationerna bör omfatta, men inte begränsas till,
förändringar av hud, päls, ögon och slemhinnor, förekomst av sekret och utsöndringar samt autonom aktivitet
(tårflöde, upprest päls, pupillstorlek, ovanligt andningsmönster). Förändringar i gång, hållning och reaktion på
hantering liksom eventuella kramper eller spasmer, stereotypt beteende (t.ex. överdrivet putsande, eller att
djuren springer runt i cirklar) eller bisarrt beteende (t.ex. självstympning, baklängesgång) bör också noteras
(1).

Innan testämnet tillförs och efter avslutat test undersöks djuren oftalmologiskt med ett oftalmoskop eller
motsvarande utrustning. Denna undersökning bör helst omfatta alla djur men åtminstone djuren i högdos- och
kontrollgrupperna. Om ögonförändringar upptäcks bör alla djur undersökas.

Mot slutet av exponeringsperioden, och under alla förhållanden inte tidigare än vecka 11, görs en bedömning
av den sensoriska reaktionen på stimuli (1) (t.ex. hörsel-, syn- och djupsensoriska stimuli) (2), (3), (4), samt
bedömning av greppstyrka (5) och motorisk aktivitet (6). Närmare uppgifter om de förfaranden som kan
följas finns i respektive hänvisning. Alternativt kan även andra förfaranden än de som nämns i hänvisningarna
användas.

Mot slutet av testet kan funktionsobservationerna utelämnas om det finns uppgifter om motsvarande
observationer tillgängliga från övriga test och man inte har kunnat konstatera några funktionsstörningar vid
de dagliga kliniska observationerna.

I undantagsfall kan funktionsobservationerna också utelämnas för grupper vars djur i övrigt uppvisar tecken på
toxicitet i en sådan utsträckning att det väsentligt skulle påverka funktionstestet.

1.5.2.1 Kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion

Alla djur bör vägas minst en gång i veckan. Foder- och vattenkonsumtion bör mätas minst en gång varje
vecka. Om testämnet tillförs via dricksvattnet bör även vattenkonsumtionen mätas minst en gång i veckan.
Mätning av vattenkonsumtionen kan också övervägas för foder- eller sondmatningstest under vilka
vattendrickandet kan förändras.



1.5.2.2 Hematologi och klinisk biokemi

Blodprov bör tas från ett angivet ställe och förvaras under lämpliga förhållanden. I slutet av testperioden tas
blodprov strax före eller som ett led i avlivningsförfarandet.

Följande hematologiska undersökningar bör göras då testperioden avslutas och varje gång eventuella
blodprover tas under testperiodens gång: hematokrit, hemoglobinkoncentration, räkning av röda blodkroppar,
total- och differentialräkning av vita blodkroppar, blodplättsräkning samt mätning av koaguleringstid och
koaguleringsförmåga.

Kliniska biokemiska bestämningar för att undersöka större toxiska effekter i vävnader, särskilt verkningar på
lever och njurar, bör utföras på de blodprov som tas från alla djur strax före eller som ett led i
avlivningsförfarandet (med undantag för de djur som hittas döende eller avlivas under testets gång). På samma
sätt som för hematologiska undersökningar kan blodprover för kliniska biokemiska undersökningar tas under
testets gång. Det rekommenderas att djuren fastar natten före blodprovstagningen1. Undersökningarna av
plasma eller serum bör omfatta natrium, kalium, glukos, totalkolesterol, urinämne, urinämneskväve, kreatinin,
totalprotein och albumin, minst två enzymer som indikerar verkningar på leverceller (t.ex. alaninamino-
transferas, aspartataminotransferas, alkaliskt fosfatas, gamma-glutamyltranspeptidas och sorbitol-
dehydrogenas). Mätningar av ytterligare enzymer (från lever eller av annat ursprung) och gallsyror kan under
vissa förhållanden ge användbar information.

Eventuellt kan dessutom följande urinanalyser utföras under sista veckan av testet med uppsamling av urin på
fasta tider: utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, protein, glukos och blod eller blodceller.

Dessutom bör undersökning av serummarkörer av allmänna vävnadsskador övervägas. Ytterligare
bestämningar som bör utföras, i det fall att testämnets kända egenskaper kan eller misstänks påverka
närbesläktade metaboliska profiler, omfattar kalcium, fosfor, fastevärden av triglycerider, specifika hormoner,
metahemoglobin och kolinesteras. Dessa bestämningar behövs för kemikalier inom vissa klasser eller från fall
till fall.

Överlag krävs en viss flexibilitet i fråga om tillvägagångssätt, beroende på djurart och på de observerade eller
förväntade verkningarna av ett givet ämne.

Om historiska basdata är otillräckliga bör man överväga bestämning av hematologiska och kliniska biokemiska
variabler innan doseringen påbörjas. I allmänhet rekommenderas inte att dessa uppgifter genereras före
behandlingen (7).

                                                                
1 För vissa mätningar som görs på serum och plasma, särskilt i fråga om glukos, är fasta över natten att
föredra. Den viktigaste orsaken till detta är att resultaten annars oundvikligen uppvisar större variationer,
vilket tenderar att maskera svaga verkningar och göra det svårare att tolka resultaten. Å andra sidan kan fasta
över natten leda till störningar i djurens allmänna metabolism och särskilt i fråga om exponeringstest störa den
dagliga exponeringen för testämnet. Om fasta över natten tillämpas bör de kliniska biokemiska
bestämningarna göras efter funktionsobservationerna.



1.5.2.3 Obduktion

Alla försöksdjur bör genomgå en fullständig obduktion som omfattar omsorgsfull yttre granskning av kroppen,
alla kroppsöppningar samt kranium, bröst- och bukhåla och deras innehåll. Lever, njurar, binjurar, testiklar,
bitestiklar, livmoder, äggstockar, bräss, mjälte, hjärna och hjärta från alla djur (med undantag för de djur som
hittas döende eller avlivas under testets gång) putsas från angränsande vävnad och deras våtvikt bestäms så
snart möjligt efter dissekering för att undvika uttorkning.

Följande vävnader och organ bör bevaras i det mest lämpade mediet med hänsyn till typen av vävnad och
planerade efterföljande histopatologiska undersökningar: alla organ och vävnader med stora skador, hjärnan
(representativa regioner inbegripet storhjärna, lillhjärna och hjärnbrygga), ryggrad (på tre nivåer: cervikal,
thorakal (mellersta) och lumbal), hypofys, sköldkörtel, bisköldkörtel, bräss, matstrupe, salivkörtlar, magsäck,
tunntarm och tjocktarm (inklusive Peyers plack), lever, bukspottkörtel, njurar, binjurar, mjälte, hjärta,
luftstrupe och lungor (konserverade genom inflation med fixermedel och därefter immersion), aorta,
könskörtlar, livmoder, accessoriska könsorgan, honornas bröstkörtlar, prostata, urinblåsa, gallblåsa (mus),
lymfkörtlar (helst en lymfkörtel som omfattar tillförselvägen och en annan långt från tillförselvägen för att
täcka systematiska effekter), perifer nerv (ischias- eller tibialnerven), helst nära muskeln, ett snitt av
ryggmärgen (alternativt färskt benmärgsaspirat), hud och ögon (om förändringar har observerats under
oftalmologiska undersökningar). Kliniska eller övriga fynd kan indikera att ytterligare vävnader behöver
undersökas. Dessutom bör man bevara alla organ som på grund av testämnets kända egenskaper förmodas vara
målorgan.

1.5.2.4 Histopatologi

En fullständig histopatologisk undersökning bör utföras på bevarade organ och vävnader från alla djur i
kontroll- och högdosgrupperna. Om behandlingsrelaterade förändringar observeras i högdosgruppen bör
undersökningarna utsträckas till djuren i alla övriga dosgrupper.

Alla stora skador bör undersökas.

Om en satellitgrupp används bör histopatologisk undersökning utföras på de vävnader och organ på vilka
verkningar har konstaterats i dosgrupperna.

2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 DATA

Uppgifter bör rapporteras individuellt. Därutöver bör alla uppgifter sammanställas i en tabell över antalet djur i
varje testgrupp vid testets början, antalet djur som hittats döda under testet eller som avlivats av humanitära
skäl samt tidpunkten för avlivning, antalet djur som uppvisat tecken som tyder på att testämnet är toxiskt, en
beskrivning av observerade tecken på toxicitet, inbegripet tidpunkten då sådana första gången upptäcktes,
varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna är, antalet djur som har skador, typ av skada och
procentandelen djur för varje typ av skada.

Om möjligt bör numeriska resultat utvärderas genom en tillämplig och allmänt godtagbar statistisk metod. De
statistiska metoderna och data för vilka analys planeras bör väljas när testet utformas.



2.2 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla nedan angivna uppgifter.

2.2.1 Testämne:

— Aggregationstillstånd, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper

— Identifieringsdata

— Vehikel (i förekommande fall). Motivering för val av vehikel, om annan än vatten.

2.2.2 Försöksdjur:

— Art och stam som använts

— Djurens antal, ålder och kön

— Ursprung, förvaringsförhållanden, foder osv

— Djurens individuella vikter vid testets början.

2.2.3 Testförhållanden:

— Motivering för val av dosnivåer

— Utförliga uppgifter om testämnets formulering och beredning av fodret, uppnådd koncentration,
preparatets stabilitet och homogenitet

— Utförliga uppgifter om hur testämnet har tillförts

— Faktiska doser (mg per kg kroppsvikt och dag) och omräkningsfaktor från testämneskoncentrationen i
foder eller vatten (ppm) till faktisk dos, om tillämpligt

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

2.2.4 Resultat:

— Kroppsvikt och förändringar av kroppsvikt

— Foderkonsumtion och i tillämpliga fall vattenkonsumtion

— Uppgifter om toxiska reaktioner per kön och dosnivå, inklusive tecken på toxicitet

— Art, grad och varaktighet för kliniska observationer (oavsett om de är reversibla eller inte)

— Resultat av oftalmologisk undersökning

— Bedömning av sensorisk aktivitet, greppstyrka och motorisk aktivitet (i mån av tillgänglighet)

— Blodundersökningar med relevanta basvärden

— Kliniska biokemiska undersökningar med relevanta basvärden

— Kroppsvikt vid avlivning, organvikt och förhållandena mellan organ- och kroppsvikt

— Obduktionsfynd

— En detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd

— Absorptionsdata om de finns tillgängliga

— Statistisk bearbetning av resultaten, i tillämpliga fall.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.
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B.27. TEST AVSEENDE SUBKRONISK ORAL TOXICITET

90-DAGARS UPPREPAT ORALTEST PÅ ICKE-GNAGARE

1. METOD

Denna testmetod för subkronisk oral toxicitet motsvarar OECD TG 409 (1998).

1.1 INLEDNING

Vid bedömning och utvärdering av en kemikalies toxiska egenskaper kan bestämningen av subkronisk oral
toxicitet med användning av upprepade doser genomföras efter det att man har fått preliminär toxicitets-
information från test avseende akut toxicitet eller från test med upprepad dosering (28 dagar). Genom
90-dagarsstestet fås information om eventuella hälsoskador som kan uppstå till följd av upprepad exponering
under en period av snabbtillväxt och in i ungt vuxenstadium. Genom testet fås information om de mest
betydande toxiska verkningarna, indikation om vilka organ som påverkas och huruvida det finns en risk för
ackumulering. Likaså kan man få en uppskattning om en exponeringsnivå vid vilken inga skadliga verkningar
observeras. Denna information kan användas för att välja dosnivåer för test avseende kronisk toxicitet och för
att fastställa säkerhetskriterier gällande exponering på människor.

Testmetoden kan användas för identifiering av skadliga verkningar hos icke-gnagare som utsätts för exponering
av en kemikalie och den bör endast användas i följande fall:

– Verkningar som har observerats i övriga test indikerar att det finns ett behov av förtydligande eller
karakterisering med hjälp av en art som inte är gnagare.

– Toxikokinetiska test indikerar att en specifik art av icke-gnagare är det mest relevanta alternativet för valet
av försöksdjur.

– Andra särskilda orsaker motiverar att en art som inte är gnagare används.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

Dos: den mängd testämne som tillförs. Dosen uttrycks som vikt (g, mg), som vikten testämne per viktenhet
försöksdjur (t.ex. mg/kg) eller som en konstant utfodringskoncentration (ppm).

Dosering:ett allmänt begrepp som inbegriper dos, dess frekvens och varaktighet.

NOAEL: en förkortning av ”no-observed-adverse-effect level” (nivå vid vilken inga skadliga verkningar
observeras). Avser den högsta dosnivån vid vilken inga skadliga behandlingsrelaterade verkningar kan observeras.

1.3 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

Testämnet tillförs oralt dagligenunder 90 dagar i stegvis ökande dosertill flera grupper försöksdjur, en dosnivå
per grupp. Under denna period observeras djuren noggrant för att se upp de uppvisar några tecken som tyder på
att testämnet är toxiskt. Djur som dör eller avlivas under testet obduceras och vid testets slut avlivas de
överlevande djuren och obduceras.



1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Val av djurart

En ofta använd icke-gnagare är hund. Hunden bör vara av definierad ras, ofta används beagle. Även andra arter,
t.ex. svin eller minigrisar, kan användas. Primater rekommenderas inte och användning av dem måste motiveras.
Djuren bör vara unga och friska. När det gäller hund bör doseringen helst inledas vid 4–6 månaders ålder och
aldrig senare än vid 9 månaders ålder. Om testet utförs som inledning till ett långtidstest avseende kronisk
toxicitet måste djur av samma art och ras användas för båda testen.

1.4.2 Förberedelse av djuren

För testet används unga och friska djur som har acklimatiseratstill laboratoriemiljön och som inte har använts
för tidigare test. Acklimatiseringsperiodens längd beror på djurarterna och deras ursprung. För hund eller för
ändamålet uppfödda svin från en resident koloni rekommenderas minst fem dagar och för djur av externt
ursprung rekommenderas minst två veckor. Försöksdjuren bör karakteriseras enligt art, stam, ursprung, kön,
vikt och ålder. Djuren fördelas slumpvis i kontroll- och behandlingsgrupper. Burarna placeras på sådant sätt att
eventuella verkningar på grund av placeringen minimeras. Varje djur tilldelas ett unikt identifieringsnummer.

1.4.3 Beredning av doserna

Testämnet kan tillföras via foder eller dricksvatten, genom sondmatning eller i kapslar. Den metod som väljs för
oral tillförsel beror på testets syfte och testämnets fysikalisk-kemiska egenskaper.

Vid behov kan testämnet lösas upp eller suspenderas i en lämplig vehikel. Om möjligt bör man i första hand
överväga vattenlösning eller vattensuspension, sedan oljelösning eller oljeemulsion (t.ex. majsolja) och därefter
eventuellt andra vehiklar. I fråga om andra vehiklar än vatten måste de toxiska egenskaperna vara kända.
Testämnets stabilitet vid tillförselförhållandena bör fastställas.

1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Djurens antal och kön

Minst åtta djur (fyra honor och fyra hanar) bör användas för varje dosnivå. Om avlivningar är inplanerade under
testets gång bör antalet djur ökas med det antal djur som avlivas under testets gång. Antalet djur vid testets slut
måste vara tillräckligt med tanke på en meningsfylld utvärdering av de toxiska verkningarna. Beroende på
tidigare kunskaper om ämnet eller en nära besläktad kemikalie bör man överväga att ta med ytterligare en
satellitgrupp på åtta djur (fyra per kön) för kontrollgruppen och toppdosgruppen. Efter behandlingsperioden
observeras satellitgruppen med avseende på reversibla eller kvarstående toxiska verkningar. Längden för denna
period fastställs med beaktande av de observerade verkningarna.



1.5.2 Dosering

Minst tre dosgrupper och en parallell kontrollgrupp bör användas, utom om gränstest utförs (se 1.5.3).
Dosnivåerna kan basera sig på resultaten från test med upprepad dos eller från preliminära test för
dosbestämning och de fastställs med beaktande av alla toxikokinetiska data som finns tillgängliga för testämnet
eller närbesläktade ämnen. Den högsta dosnivån väljs så att den framkallar toxiska verkningar utan att orsaka
dödsfall eller svårt lidande, förutsatt att det inte finns begränsningar som beror på testämnets fysikalisk-
kemiska natur eller biologiska verkningar. Därefter väljs dosnivåerna i fallande skala så att en dosrelaterad
reaktion kan påvisas, medan inga påvisbara skadliga verkningar (NOAEL) bör uppstå vid den lägsta dosnivån.
Två- till fyrfaldiga dosintervall är ofta optimala för de fallande dosnivåerna. Tillägg av en fjärde testgrupp är att
föredra framför användning av mycket breda intervall mellan dosnivåerna (t.ex. över en faktor på cirka6–10).

Kontrollgruppen är en obehandlad grupp, eller en vehikelkontrollgrupp om vehikel används för tillförsel av
testämnet. Förutom att djuren i kontrollgruppen inte behandlas med testämnet bör de hanteras på exakt samma
sätt som djuren i dosgrupperna. Om en vehikel används bör kontrollgruppen tillföras vehikeln i den största
volym som används. Om testämnet tillförs via fodret och man märker att foderintaget minskar, kan det vara till
fördel med en parallellt utfodrad kontrollgrupp för att kunna avgöra huruvida minskningen beror på att
testämnet påverkar fodrets smak eller på att det förekommer toxikologiska förändringar i testmodellen.

Följande egenskaper hos vehikeln och övriga eventuella tillsatsämnen bör beaktas: verkningarna på absorption,
distribution, metabolism eller kvarhållande av testämnet; verkningarna på testämnets kemiska egenskaper i den
utsträckning dessa verkningar kan påverka testämnets toxiska egenskaper samt verkningarna på försöksdjurens
foder- eller vattenintag eller deras näringstillstånd.

1.5.3 Gränstest (Limit-test)

Om ett test med en dosnivå om minst 1000 mg per kg kroppsvikt och dag genomförs på det sätt som beskrivs
här och inga toxiska verkningar kan observeras, och om toxicitet inte förväntas på grundval av uppgifter om
strukturellt närbesläktade ämnen, kan ett fullständigt test med tre dosnivåer anses vara överflödigt. Gränstest
tillämpas utom när exponering på människor indikerar att en högre dosnivå behövs.

1.5.4 Tillförsel av doser

Djuren ges dagliga doser av testämnet under 90 dagar. Varje annat doseringsschema, t.ex. dosering fem dagar
per vecka, måste motiveras. Om testämnet tillförs genom sondmatning bör hela dosentillföras på en gång via
magsond eller lämplig intubationskanyl. Den största mängd vätska som kan tillföras vid ett och samma tillfälle
beror på försöksdjurets storlek. I regel bör volymen hållas så låg som möjligt. Medundantag för irriterande
eller frätande ämnen som normalt ger kraftigare verkan med högre koncentration bör variationer i testvolym
minimeras genom justering av koncentrationen, för att säkerställa en konstant volym på alla dosnivåer.

För ämnen som tillförs via foder eller dricksvatten är det viktigt att försäkra sig om att testämnet ges i
kvantiteter som inte stör det normala näringsupptaget eller den normala vattenbalansen. När testämnet tillförs
via fodret kan man använda en konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosnivå i förhållande till djurens
kroppsvikt. Det använda alternativet måste anges. För ett ämne som tillförs genom sondmatning eller kapslar
bör dosen ges vid samma tid varje dag och vid behov justeras så att dosnivån hålls konstant i förhållande till
djurens kroppsvikt. Om ett 90-dagarstest används som inledning till ett långtidstest avseende kronisk toxicitet
måste samma foder användas i båda testen.



1.5.5 Observationer

Observationsperioden bör vara minst 90 dagar. Djur i en satellitgrupp avsedd för fortsatta observationer hålls
obehandlade under en lämplig period så att man kan upptäcka kvarstående verkningar eller återhämtning från
toxiska verkningar.

Generella kliniska observationer bör göras minst en gång per dag, helst vid samma tid(er) varje dag och med
beaktande av perioden för när maximala verkningar förväntas efter dosering. Djurens hälsostatus bör
registreras. Minst två gånger per dag, i regel i början och slutet av varje dag, undersöks alla djur i syfte att hitta
döende eller döda djur.

Noggranna kliniska observationer görs minst en gång av alla djur före den första exponeringen (för att
möjliggöra jämförelser på samma objekt) och därefter minst en gång i veckan. Dessa observationer bör göras,
när det är genomförbart, utanför buren, helst på en "standardarena" och vid samma tidpunkt varje gång. Man
bör eftersträva minimala variationer i observationsbetingelserna. Alla tecken på toxicitet bör registreras i detalj,
inklusive tidpunkt för första upptäckt, svårighetsgrad och varaktighet. Observationerna bör omfatta, men inte
begränsas till, förändringar avhud, päls, ögon och slemhinnor, förekomst av sekret och utsöndringar samt
autonom aktivitet (tårflöde, upprest päls, pupillstorlek, ovanligt andningsmönster). Förändringar i gång,
hållning och reaktion på hantering liksom eventuella kramper eller spasmer, stereotypt beteende (t.ex.
överdrivet putsande, eller att djuren springer runt i cirklar) eller eventuellt bisarrt beteende (t.ex.
självstympning, baklängesgång) bör också noteras.

Innan testämnet tillförs och efter avslutat testundersöks djuren oftalmologiskt med ett oftalmoskop eller
motsvarande utrustning. Denna undersökning bör helst omfatta alla djur men åtminstone djuren i högdos- och
kontrollgrupperna. Om behandlingsrelaterade ögonförändringar upptäcks bör alla djur undersökas.

1.5.5.1 Kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion

Alla djur bör vägas minst en gång i veckan. Foder- och vattenkonsumtion bör mätas minst en gång varje vecka.
Om testämnet tillförs via dricksvattnet bör även vattenkonsumtionen mätas minst en gång i veckan. Mätning av
vattenkonsumtionen kan också övervägas för test med tillförsel via foder eller sondunder vilka vattendrickandet
kan förändras.

1.5.5.2 Hematologi och klinisk biokemi

Blodprov bör tas från ett angivet ställe och förvaras under lämpliga förhållanden. I slutet av testperioden tas
blodprov strax före eller som ett led i avlivningsförfarandet.

Blodprov, omfattande hematokrit, hemoglobinkoncentration, räkning av röda blodkroppar, total- och
differentialräkning av vita blodkroppar, blodplättsräkning samt mätning av koaguleringstid och
koaguleringsförmåga, protrombintid eller tromboplastintid tas vid testets början och därefter varje månad eller
när halva testperioden gått, och när testet avslutas.



Kliniska biokemiska bestämningar för undersökning av betydande toxiska verkningar i vävnader, särskilt
verkningar på njurar och lever, görs på blodprov som tagits från alla djur när testets inleds, varje månad eller
när halva testperioden har gått, och när testet avslutas. Undersökning kan även övervägas i fråga om
elektrolytbalans, kolhydratmetabolism samt lever- och njurfunktion. De specifika undersökningar som väljs
beror på observationerna av hur testämnet agerar. Innan blodprov tas bör djuren fasta under en för arten lämplig
period. Till de bestämningar som föreslås hör mätningar av kalcium, fosfor, klorid, natrium, kalium, faste-
glukos, alaninaminotransferas, aspartataminotransferas, ornitindekarboxylas, gammaglutamyltranspeptidas,
urinämneskväve, albumin, blodkreatinin, totalbilirubin och totalserumprotein.

Urinalyser bör göras minst när testet inleds, när halva testperioden gått och när testet avslutas, med uppsamling
av urin på fasta tider. Urinanalyserna omfattar utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, protein,
glukos och blod eller blodceller. Ytterligare parametrar kan vid behov användas för att utvidga undersökningen
av observerade verkningar.

Dessutom bör undersökning av markörer för allmänna vävnadsskador övervägas. För entillräcklig toxikologisk
bedömning kan även behövas analys av lipider, hormoner, syra-basbalans, metahemoglobin och
kolinesterasinhibition. Ytterligare klinisk biokemi kan vid behov användas för att utvidga undersökningen av
observerade verkningar. Dessa bestämningar behövs för kemikalier inom vissa klasser eller från fall till fall.

Överlag krävs en viss flexibilitet i fråga om tillvägagångssätt, beroende på djurart och på de observerade eller
förväntade verkningarna av ett givet ämne.

1.5.5.3 Obduktion

Alla försöksdjur bör genomgå en fullständig obduktion som omfattar omsorgsfull yttre granskning av kroppen,
alla kroppsöppningar samt kranium, bröst- och bukhåla och deras innehåll. Lever med gallblåsa, njurar,
binjurar, testiklar, bitestiklar, äggstockar, livmoder, sköldkörtel (med bisköldkörtlar), bräss, mjälte, hjärna och
hjärta från alla djur (med undantag för de djur som hittas döende eller avlivasunder testets gång) putsas från
angränsande vävnad och deras våtvikt bestäms så snart möjligt efter dissekering för attundvika uttorkning.

Följande vävnader och organ bör bevaras i det mest lämpade mediet med hänsyn till typen av vävnad och
planerade efterföljande histopatologiska undersökningar: alla organ och vävnader med stora skador, hjärnan
(representativa regioner inbegripet storhjärna, lillhjärna och hjärnbrygga), ryggrad (på tre nivåer: cervikal,
thorakal (mellersta) och lumbal), hypofys, ögon, sköldkörtel, bisköldkörtel, bräss, matstrupe, salivkörtlar,
magsäck, tunntarm och tjocktarm (inklusive Peyers plack), lever, gallblåsa, bukspottkörtel, njurar, binjurar,
mjälte, hjärta, luftstrupe och lungor, aorta, könskörtlar, livmoder,accessoriska könsorgan,honornas
bröstkörtlar, prostata, urinblåsa, lymfkörtlar (helst en lymfkörtel som omfattar tillförselvägen och en annan
långt från tillförselvägen för att täcka systematiska effekter), perifer nerv (ischias- eller tibialnerven), helst nära
muskeln, ett snitt av ryggmärgen (alternativt färskt benmärgsaspirat) och hud. Kliniska eller övriga fynd kan
indikera att ytterligare vävnader behöver undersökas. Dessutom bör man bevara alla organ som på grund av
testämnets kända egenskaper förmodas vara målorgan.



1.5.5.4 Histopatologi

En fullständig histopatologisk undersökning bör utföras på bevarade organ och vävnader från åtminstone alla
djur i kontroll- och högdosgruppen. Undersökningarna bör utsträckastill djur i alla andra dosgrupper om
behandlingsrelaterade förändringar observeras i högdosgruppen.

Alla stora skador bör undersökas.

Om en satellitgrupp används bör histopatologiskundersökning utföras på de vävnader och organ på vilka
verkningar har konstaterats i dosgrupperna.

2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 DATA

Uppgifter bör rapporteras individuellt. Därutöver bör alla uppgifter sammanställas i en tabell över antalet djur i
varje testgrupp vid testets början, antalet djur som hittats dödaunder testet eller som avlivats av humanitära skäl
samt tidpunkten för avlivning, antalet djur som uppvisat tecken som tyder på att testämnet är toxiskt, en
beskrivning av observerade tecken på toxicitet, inbegripet tidpunkten då sådana första gången upptäcktes,
varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna är, antalet djur som har skador, typ av skada och
procentandelen djur för varje typ av skada.

Om möjligt bör numeriska resultat utvärderas genom en tillämplig och allmäntgodtagbar statistisk metod. De
statistiska metoderna och data för vilka analys planeras bör väljas när testet utformas.

2.2 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla nedan angivna uppgifter.

2.2.1 Testämne:

— Aggregationstillstånd, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Identifieringsdata.

— Vehikel (i förekommande fall). Motivering för val av vehikel, om annan än vatten.

2.2.2 Försöksdjur:

— Art och stam som använts.

— Djurens antal, ålder och kön.

— Ursprung, förvaringsförhållanden, foder osv.

— Djurens individuella vikter vid testets början.

2.2.3 Testförhållanden:

— Motivering för val av dosnivåer.

— Utförliga uppgifter om testämnets formulering och beredning av fodret, uppnådd koncentration,
preparatets stabilitet och homogenitet.

— Utförliga uppgifter om hur testämnet har tillförts.

— Faktiska doser (mg per kg kroppsvikt och dag) och omräkningsfaktor från testämneskoncentrationen i foder
eller vatten (ppm) till faktisk dos, om tillämpligt.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.



2.2.4 Resultat:

— Kroppsvikt och förändringar av kroppsvikt.

— Foderkonsumtion och i tillämpliga fall vattenkonsumtion.

— Uppgifter om toxiska reaktioner per kön och dosnivå, inklusive tecken på toxicitet.

— Art, grad och varaktighet för kliniska observationer (oavsett om de är reversibla eller inte).

— Oftalmologisk undersökning.

— Blodundersökningar med relevanta basvärden.

— Kliniska biokemiska undersökningar med relevanta basvärden.

— Kroppsvikt vid avlivning, organvikt och förhållandena mellan organ- och kroppsvikt.

— Obduktionsfynd.

— En detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd.

— Absorptionsdata om de finns tillgängliga.

— Statistisk bearbetning av resultaten, i tillämpliga fall.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.



B.37 FÖRDRÖJD NEUROTOXICITET ORSAKAD AV ORGANISKA
FOSFORFÖRENINGAR TILL FÖLJD AV AKUT EXPONERING
1. METOD
1.1 Inledning
Vid bedömning och utvärdering av ämnens toxiska effekter är det viktigt att beakta
potentialen hos substanser i vissa ämnesgrupper att framkalla specifika typer av
neurotoxicitet som kanske inte upptäcks vid andra toxicitetsundersökningar. Det har
observerats att vissa organiska fosforföreningar framkallar fördröjd neurotoxicitet och
dessa skall beaktas för eventuell utvärdering.
Screening-tester in vitro får tillämpas för att identifiera de ämnen som kan framkalla
fördröjd polyneuropati; negativa resultat från in vitro-undersökningar bevisar dock
inte att testsubstansen inte skulle vara neurotoxisk.
Se Allmän inledning, del B.
1.2 Definitioner
Organiska fosforföreningar omfattar icke joniserande organiska fosforestrar, tioestrar
eller anhydrider av organofosfor-, organofosforo- eller organofosforamidsyror eller av
besläktade fosfonthio-, fosforthio- eller fosforthioamidsyror eller andra ämnen som
kan framkalla sådan fördröjd neurotoxicitet som ibland observeras i denna
ämnesgrupp.
Fördröjd neurotoxicitet är ett syndrom som förknippas med förlängd fördröjd debut
för ataxi, distala axonopatier i ryggmärgen och perifera nerver samt hämmande och
åldrande av neurotoxiskt esteras (NTE) i nervvävnad.
1.3 Referensämnen
Ett referensämne skall testas i en positiv kontrollgrupp för att påvisa att den testade
artens respons inte ändras väsentligt under försöksförhållandena i laboratoriet.
Ett exempel på en mycket använd neurotoxisk substans är tri-o-tolylfosfat (CAS 78-
30-8, EINECS 201-103-5, CAS-namn: fosforsyra, tris(2-metyl-fenyl)ester), även
kallad tris-o-kresylfosfat.
1.4 Princip för testmetoden
Testsubstansen tillförs oralt i en enda dos till tamhöns som i tillämpliga fall skyddats
från akuta kolinerga effekter. Djuren observeras under 21 dagar i fråga om
beteendestörningar, ataxi och förlamning. Biokemiska mätningar, särskilt inhibition
av neurotoxiskt esteras (NTE) utförs på höns som väljs slumpvis ur varje grupp,
normalt 24-48 timmar efter doseringen. 21 dagar efter exponeringen avlivas
resterande höns och en histopatologisk undersökning av valda nervvävnader
genomförs.
1.5 Beskrivning av testmetoden
1.5.1 Förberedelse
Friska unga vuxna höns som inte får medicin och som inte har virussjukdomar eller
gångdefekter skall väljas slumpmässigt till behandlings- respektive kontrollgrupper
och acklimatiseras till laboratorieförhållandena under minst fem dagar före
undersökningens skalljan.
Burar eller inhängnader som är stora nog att ge hönsen fri rörlighet och som
underlättar observation av hönsens gång skall användas.
Dosering av testsubstansen skall normalt ske oralt genom sondmatning, gelatinkapslar
eller motsvarande metod. Vätska kan ges outspädd eller löst i en lämplig vehikel som
majsolja; fasta ämnen skall om möjligt lösas eftersom stora doser fasta ämnen i
gelatinkapslar kanske inte kan absorberas effektivt. I fråga om icke-flytande vehiklar
skall vehikelns toxiska egenskaper vara kända; i annat fall skall de bestämmas före
försöket.



1.5.2 Försöksförhållanden
1.5.2.1 Försöksdjur
Unga vuxna värphöns (Gallus gallus domesticus) i åldern 8-12 månader
rekommenderas. Standardstora arter och stammar skall användas och hönsen skall
normalt ha fötts upp under sådana förhållanden att de kunnat röra sig fritt.
1.5.2.2 Antal och kön
Utöver behandlingsgruppen skall både en vehikelkontrollgrupp och en positiv
kontrollgrupp användas. Vehikelkontrollgruppen skall behandlas på samma sätt som
behandlingsgruppen med undantag för att tillförsel av testsubstansen utesluts.
Tillräckligt många höns skall användas i varje grupp för att minst sex fåglar skall
kunna avlivas för biokemisk bestämning (tre stycken vid vardera av två tidpunkter)
och sex överleva observationsperioden på 21 dagar för patologisk undersökning.
Den positiva kontrollgruppen kan hållas parallellt eller vara en aktuell historisk
kontrollgrupp. Den skall omfatta minst sex höns som behandlats med ett välkänt
neurotoxiskt ämne som ger fördröjd polyneuropati, tre för biokemisk och tre för
patologisk undersökning. Regelbunden uppdatering av historiska data
rekommenderas. Nya positiva kontrolldata skall tas fram om någon viktig komponent
(t.ex. stam, foder, förvaringsutrymmen) har ändrats av det berörda laboratoriet efter
det att det tidigare försöket genomfördes.
1.5.2.3 Dosnivåer
En preliminär undersökning med ett lämpligt antal höns och dosnivågrupper skall
utföras för att fastställa vilken nivå som skall användas i huvudundersökningen. En
viss dödlighet i den preliminära undersökningen är nödvändig för att fastställa en
tillräcklig dos för huvudundersökningen. För att förhindra dödsfall beroende på akuta
kolinerga effekter får atropin eller något annat skyddsämne, om vilket det är känt att
det inte påverkar fördröjda neurotoxiska responser, användas. En variation av
testmetoder får användas för att beräkna den maximala icke-dödliga dosen av
testsubstans (se metod B.1a). Historiska data om hönsen eller annan toxikologisk
information kan också vara till hjälp vid valet av dos.
Testsubstansens dosnivå i huvudundersökningen skall vara den högsta möjliga med
beaktande av resultaten från den preliminära undersökningen för dosval och den övre
dosgränsen på 2 000 mg/kg kroppsvikt. Eventuella dödsfall skall inte vara fler än att
tillräckligt många djur överlever för biokemi (sex stycken) och histologi (sex stycken)
efter 21 dagar. Atropin eller andra skyddsämnen, om vilka det är känt att de inte
påverkar fördröjda neurotoxiska responser, skall användas för att förhindra dödsfall
till följd av akuta kolinerga effekter.
1.5.2.4 "Limit-test"
Om ett test vid en dosnivå på minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och dag, med användning
av de förfaranden som beskrivs för denna metod, inte framkallar några observerbara
toxiska effekter och om toxicitet inte är att förvänta på grundval av data från
strukturellt besläktade ämnen, kan en undersökning med användning av en högre dos
anses överflödig. "Limit-test" är tillämpligt, med undantag för om exponering på
människor påvisar ett behov av att använda en högre dosnivå.
1.5.2.5 Observationsperiod
Observationsperioden skall vara 21 dagar.
1.5.3 Förfarande
Efter tillförsel av ett skyddsämne för att förhindra dödsfall till följd av akuta kolinerga
effekter tillförs testsubstansen som engångsdos.
1.5.3.1 Allmänna observationer
Observationerna skall påskalljas direkt efter exponeringen. Samtliga höns skall



observeras noggrant flera gånger under de första två dagarna och därefter minst en
gång dagligen under en period på 21 dagar eller fram till planerad avlivning. Alla
tecken på toxicitet skall noteras, inbegripet tid för beteendestörningarnas debut, deras
typ, allvar och duration. Ataxi skall mätas enligt en ordningsskala på minst fyra
nivåer, och förlamning skall noteras. Minst två gånger per vecka skall de höns som
valts ut för patologiska undersökningar tas ut från burarna och underkastas en period
av påtvingad motorisk aktivitet, t.ex. klättring på stege, för att underlätta observation
av minimala toxiska effekter. Döende djur och djur som lider av svår smärta skall tas
bort när detta upptäcks, avlivas skonsamt och obduceras.
1.5.3.2 Kroppsvikt
Samtliga höns skall vägas just före tillförseln av testsubstansen och därefter minst en
gång i veckan.
1.5.3.3 Biokemi
Sex höns väljs slumpvis från var och en av behandlings- respektive
vehikelkontrollgrupperna och tre höns från den positiva kontrollgruppen (om denna
grupp hålls parallellt.) Hönsen skall avlivas några dagar efter dosering, och hjärnan
och lumbala delar av ryggmärgen prepareras och testas i fråga om inhibition av
neurotoxiskt esteras. Därutöver kan det också vara lämpligt att preparera och testa
ischiasnervvävnad i fråga om inhibition av neurotoxiskt esteras. Normalt skall tre
fåglar från kontrollgruppen och varje behandlingsgrupp avlivas efter 24 timmar och
tre efter 48 timmar, medan de tre hönsen från de positiva kontrollgrupperna skall
avlivas efter 24 timmar. Om eventuella kliniska tecken på förgiftning (detta kan ofta
bedömas genom observation vid debuten på kolinerga svar) indikerar att det toxiska
ämnet kan tas upp mycket långsamt är det bättre att ta vävnadsprov från tre fåglar vid
vardera av två tidpunkter mellan 24 och så sent som 72 timmar efter dosering.
Om det bedöms lämpligt kan även analyser av acetylkolinesteras (AChE) utföras på
dessa prover. Spontan reaktivering av AChE kan dock uppträda in vivo och därmed
leda till en underskattning av ämnets potential som AChE-hämmare.
1.5.3.4 Obduktion
Obduktion av samtliga djur (avlivade enligt planen och döende djur som avlivats)
skall omfatta observation av hjärnans och ryggmärgens utseende.
1.5.3.5 Histopatologisk undersökning
Nervvävnad från djur som överlevt observationsperioden och som inte används för
biokemiska undersökningar skall underkastas mikroskopisk undersökning.
Vävnaderna skall fixeras in situ med användning av perfusionsteknik. Snitten skall
omfatta lillhjärnan (longitudiellt, medialt), förlängda märgen, ryggmärgen och
perifera nerver. Ryggradssnitten skall tas från halsområdet, mitten av brösthålan och
det lumbosakrala området. Snitt från tibialnervens distala region och dess
förgreningar till musculus gastrocnemius och ischiasnerven skall tas. Snitten skall
färgas med lämplig myelin- och axonspecifik färg.
2. DATA
Negativa resultat i fråga om de sluteffekter som valts för denna metod (biokemi,
histopatologi och beteendeobservationer) skulle normalt inte kräva ytterligare tester
av fördröjd neurotoxicitet. Tvetydiga eller oklara resultat i fråga om dessa sluteffekter
kan komma att kräva ytterligare utvärdering.
Individuella data skall anges. Därutöver skall alla data sammanfattas i tabellform som
för varje testgrupp visar antalet djur vid försökets skalljan, antalet djur som uppvisar
skador, beteendeeffekter eller biokemiska effekter, typen och allvaret av dessa skador
eller effekter och procentandelen djur som uppvisar respektive typ och grad av allvar
av skada eller effekt.



Resultaten av denna undersökningen skall utvärderas i fråga om fördelning, allvar och
korrelation mellan beteendeeffekter, biokemiska och histopatologiska effekter och
eventuellt andra observerade effekter i behandlings- och kontrollgrupperna.
Numeriska resultat skall utvärderas genom lämpliga och allmänt erkända statistiska
metoder. De statistiska metoder som används skall väljas vid utformandet av
undersökningen.
3. RAPPORTERING
Försöksrapport
Försöksrapporten skall om möjligt innehålla följande uppgifter:
Försöksdjur:
- Använd stam.
- Antal djur och deras ålder.
- Källa, förvaringsförhållanden etc.
- Djurens individuella vikt vid försökets skalljan.
Försöksförhållanden:
- Uppgifter om testsubstansen, stabilitet och homogenitet i tillämpliga fall.
- Motivering av val av vehikel.
- Uppgifter om tillförseln av testsubstansen.
- Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
- Grund för val av dos.
- Specifikation av tillförda doser, inbegripet uppgifter om vehikel, volym och det
tillförda materialets fysiska form.
- Benämning på och uppgifter om tillförsel av eventuellt skyddsämne.
Resultat:
- Uppgifter om kroppsvikt.
- Uppgifter om toxisk respons per grupp, inbegripet dödsfall.
- De kliniska observationernas art, allvar och duration (reversibilitet skall anges).
- En detaljerad redogörelse för biokemiska metoder och resultat.
- Obduktionsresultat.
- En detaljerad redogörelse för alla histopatologiska resultat.
- Statistisk bearbetning av resultat i tillämpliga fall.
Diskussion om resultaten.
Slutsatser.
4. REFERENSER
Denna metod motsvarar OECD TG 418.



B.38 FÖRDRÖJD NEUROTOXICITET ORSAKAD AV ORGANISKA
FOSFORFÖRENINGAR
28 DAGARS UPPREPAD DOSUNDERSÖKNING
1. METOD
1.1 Inledning
Vid bedömning och utvärdering av ämnens toxiska effekter är det viktigt att beakta potentialen
hos substanser inom vissa ämnesgrupper att framkalla vissa typer av neurotoxicitet som kanske
inte upptäcks vid andra toxicitetsundersökningar. Det har observerats att vissa organiska
fosforföreningar framkallar fördröjd neurotoxicitet och dessa skall beaktas för eventuell
utvärdering.
Screening-tester in vitro får tillämpas för att identifiera de ämnen som kan framkalla fördröjd
polyneuropati; negativa resultat från in vitro-undersökningar bevisar dock inte att testsubstansen
inte skulle vara neurotoxisk.
Denna 28 dagars undersökning av fördröjd neurotoxicitet ger information om de tänkbara
hälsorisker som troligen uppstår till följd av upprepad exponering under en begränsad tidsperiod.
Den ger information om dosrespons och kan ge en beräkning av en NOAEL-nivå som kan vara
användbar för att fastställa säkerhetsföreskrifter om exponering.
Se även Allmän inledning, del B.
1.2 Definitioner
Organiska fosforföreningar omfattar icke joniserande organiska fosforestrar, tioestrar eller
anhydrider av organofosfor-, organofosforo- eller organofosforamidsyror eller av besläktade
fosfonthio-, fosforthio- eller fosforthioamidsyror eller andra ämnen som kan framkalla sådan
fördröjd neurotoxitet som ibland observeras i denna ämnesgrupp.
Fördröjd neurotoxicitet är ett syndrom som förknippas med förlängd fördröjd debut för ataxi,
distala axonopatier i ryggmärgen och perifera nerver samt hämmande och åldrande av
neurotoxiskt esteras (NTE) i nervvävnad.
1.3 Princip för testmetoden
Testsubstansen tillförs dagligen oralt till tamhöns under 28 dagar. Djuren observeras minst en
gång dagligen i fråga om beteendestörningar, ataxi och förlamning till dess det gått 14 dagar
efter den sista dosen. Biokemiska mätningar, särskilt inhibition av neurotoxiskt esteras (NTE)
utförs på höns som väljs slumpvis ur varje grupp, normalt 24-48 timmar efter doseringen. Två
veckor efter den sista dosen avlivas resterande höns och en histopatologisk undersökning av
valda neuralvävnader genomförs.
1.4 Beskrivning av testmetoden
1.4.1 Förberedelser
Friska unga vuxna höns som inte får medicin och som inte har virussjukdomar eller gångdefekter
skall väljas slumpmässigt till behandlings- respektive kontrollgrupper och acklimatiseras till
laboratorieförhållandena under minst fem dagar före undersökningens skalljan.
Burar eller inhängnader som är stora nog att ge hönsen fri rörlighet och som underlättar
observation av hönsens gång skall användas.
Oral dosering skall ske dagligen sju dagar i veckan, helst genom sondmatning eller tillförsel av
gelatinkapslar. Vätska kan ges outspädd eller löst i en lämplig vehikel som majsolja; fasta ämnen
skall om möjligt lösas eftersom stora doser fasta ämnen i gelatinkapslar kanske inte kan
absorberas effektivt. I fråga om icke-flytande vehiklar skall vehikelns toxiska egenskaper vara
kända; i annat fall skall de bestämmas före försöket.
1.4.2 Försöksförhållanden
1.4.2.1 Försöksdjur
Unga vuxna värphöns (Gallus gallus domesticus) i åldern 8-12 månader rekommenderas.
Standardstora arter och stammar skall användas och hönsen skall normalt ha fötts upp under
sådana förhållanden att de kunnat röra sig fritt.
1.4.2.2 Antal och kön



Vanligen bör minst tre behandlingsgrupper och en vehikelkontrollgrupp användas.
Vehikelkontrollgruppen skall behandlas på samma sätt som behandlingsgruppen med undantag
för att tillförsel av testsubstansen utesluts.
Tillräckligt många höns skall användas i varje grupp för att minst sex fåglar skall kunna avlivas
för biokemisk bestämning (tre stycken vid vardera två tidpunkter) och sex överleva en 14 dagar
lång observationsperiod efter behandlingen för patologisk undersökning.
1.4.2.3 Dosnivåer
Dosnivåerna skall väljas med beaktande av resultaten från ett akut test av fördröjd neurotoxicitet
eller andra befintliga toxicitets- eller kinetiska data som finns tillgängliga i fråga om
testsubstansen. Den högsta dosnivån skall väljas i syfte att inducera toxiska effekter, helst
fördröjd toxicitet, men inte dödsfall eller svårt lidande. Därefter skall dosnivåer fastställas i en
fallande skala i syfte att påvisa eventuella dos-responssamband och NOAEL vid den lägsta
dosnivån.
1.4.2.4 "Limit-test"
Om ett test vid en dosnivå på minst 1000 mg/kg kroppsvikt och dag, med användning av de
förfaranden som beskrivs för denna undersökning, inte framkallar några observerbara toxiska
effekter och om toxicitet inte är att förvänta på grundval av data om strukturellt besläktade
ämnen kan en undersökning med en högre dos anses överflödig. "Limit-test" är tillämpligt, med
undantag för om exponering på människor indikerar att det finns behov av att använda en högre
dosnivå.
1.4.2.5 Observationsperiod
Samtliga djur skall observeras minst en gång dagligen under exponeringsperioden och därefter
under 14 dagar, med undantag för planerad dissektion.
1.4.3 Förfarande
Djuren doseras med testsubstansen sju dagar i veckan under en period på 28 dagar.
1.4.3.1 Allmänna observationer
Observationerna skall påskalljas direkt efter exponeringen. Samtliga höns skall observeras minst
en gång dagligen under de 28 behandlingsdagarna och under minst 14 dagar efter dosering eller
fram till planerad avlivning. Alla tecken på toxicitet skall noteras, inbegripet tid för
beteendestörningarnas debut, deras typ, allvar och duration. Observationerna skall omfatta, men
inte begränsas till, beteendeavvikelser. Ataxi skall mätas enligt en ordningsskala på minst fyra
nivåer, och förlamning skall noteras. Minst två gånger per vecka skall hönsen tas ut från burarna
och underkastas en period av påtvingad motorisk aktivitet, t.ex. klättring på stege, för att
underlätta observation av minimala toxiska effekter. Döende djur och djur som lider av svår
smärta skall tas bort när detta upptäcks, avlivas skonsamt och obduceras.
1.4.3.2 Kroppsvikt
Samtliga höns skall vägas just före tillförseln av testsubstansen och därefter minst en gång i
veckan.
1.4.3.3 Biokemi
Sex höns väljs slumpvis från var och en av behandlings- respektive vehikelkontrollgrupperna och
avlivas några dagar efter doseringen, och hjärnan och lumbala delar av ryggmärgen prepareras
och testas i fråga om inhibition av neurotoxiskt esteras. Därutöver kan det också vara lämpligt att
preparera och testa ischiasnervvävnad i fråga om inhibition av neurotoxiskt esteras. Normalt
skall tre fåglar från kontrollgruppen och var och en av behandlingsgrupperna avlivas efter 24
timmar och tre 48 timmar efter den sista doseringen. Om data från den akuta undersökningen
eller andra undersökningar (t.ex. toxikokinetik) indikerar att andra tidpunkter för avlivning är att
föredra efter slutdosering så skall dessa tidpunkter tillämpas och grunden för detta dokumenteras.
Om det bedöms lämpligt kan även analyser av acetylkolinesteras (AChE) utföras på dessa
prover. Spontan reaktivering av AChE kan dock uppträda in vivo och därmed leda till en
underskattning av ämnets potential som AChE-hämmare.
1.4.3.4 Obduktion



Obduktion av samtliga djur (avlivade enligt planen och döende djur som avlivats) skall omfatta
observation av hjärnans och ryggmärgens utseende.
1.4.3.5 Histopatologisk undersökning
Nervvävnad från djur som överlevt observationsperioden och som inte används för biokemiska
undersökningar skall underkastas mikroskopisk undersökning. Vävnaderna skall fixeras in situ
med användning av perfusionsteknik. Snitten skall omfatta lillhjärnan (longitudiellt, medialt),
förlängda märgen, ryggmärgen och perifera nerver. Ryggradssnitten skall tas från halsområdet,
mitten av brösthålan och det lumbosakrala området. Snitt från tibialnervens distala region och
dess förgreningar till musculus gastrocnemius och ischiasnerven skall tas. Snitten skall färgas
med lämplig myelin- och axonspecifik färg. Inledningsvis skall mikroskopundersökning utföras
på de bevarade vävnaderna av samtliga djur i kontroll- respektive högdosgruppen. Om det finns
bevis på effekter i högdosgruppen skall mikroskopundersökning även utföras på hönsen från
mellan- och lågdosgrupperna.
2. DATA
Negativa resultat i fråga om de sluteffekter som valts för denna metod (biokemi, histopatologi
och beteendeobservationer) skulle normalt inte kräva ytterligare tester av fördröjd neurotoxicitet.
Tvetydiga eller oklara resultat i fråga om dessa sluteffekter kan komma att kräva ytterligare
utvärdering.
Individuella data skall anges. Därutöver skall alla data sammanfattas i tabellform som för varje
testgrupp visar antalet djur vid försökets skalljan, antalet djur som uppvisar skador,
beteendeeffekter eller biokemiska effekter, typen och allvaret av dessa skador eller effekter och
procentandelen djur som uppvisar respektive typ och grad av allvar av skada eller effekt.
Resultaten av denna undersökning skall utvärderas i fråga om fördelning, allvar och korrelation
mellan beteendeeffekter, biokemiska och histopatologiska effekter och eventuellt andra
observerade effekter i behandlings- och kontrollgrupperna.
Numeriska resultat skall utvärderas genom lämpliga och allmänt erkända statistiska metoder. De
statistiska metoder som används skall väljas vid utformandet av undersökningen.
3. RAPPORTERING
Försöksrapport
Försöksrapporten skall om möjligt innehålla följande uppgifter:
Försöksdjur:
- Använd stam.
- Antal djur och deras ålder.
- Källa, förvaringsförhållanden etc.
- Djurens individuella vikt vid försökets skalljan.
Försöksförhållanden:
- Uppgifter om testsubstansen, stabilitet och homogenitet i tillämpliga fall.
- Motivering för val av vehikel.
- Uppgifter om tillförseln av testsubstansen.
- Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
- Grund för val av dos.
- Specifikation av tillförda doser, inbegripet uppgifter om vehikel, volym och det tillförda
materialets fysiska form.
- Grund för att välja andra tidpunkter för biokemisk bestämning om de inte motsvarar 24
respektive 48 timmar.
Resultat:
- Uppgifter om kroppsvikt.
- Uppgifter om toxisk respons per grupp, inbegripet dödsfall.
- Nivå för no-observed adverse effect.
- De kliniska observationernas art, allvar och duration (reversibilitet skall anges).
- En detaljerad redogörelse för biokemiska metoder och resultat.



- Obduktionsresultat.
- En detaljerad redogörelse för alla histopatologiska resultat.
- Statistisk bearbetning av resultat i tillämpliga fall.
Diskussion om resultaten.
Slutsatser.
4. REFERENSER
Denna metod motsvarar OECD TG 419



B.39. TEST AV REPARATIONSSYNTES (UDS)

HOS LEVERCELLER FRÅN DÄGGDJUR IN VIVO

1. METOD

Denna metod är en kopia av testet OECD TG 486, Test av reparationssyntes (UDS) hos leverceller från
däggdjurin vivo (Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with Mammalian Liver CellerIn Vivo (1997)).

1.1 INLEDNING

Ändamålet med testet av reparationssyntes (UDS) hos leverceller från däggdjurin vivo är att identifiera
testsubstanser som inducerar DNA-reparation i leverceller från behandlade försöksdjur (se 1,2,3,4).

Detta in vivo-test erbjuder en metod för undersökning av genotoxiska effekter av kemikalier i levern.
Slutpunktsmätning är indikativt för DNA-skador och påföljande reparation i leverceller. Levern är vanligen det
huvudsakliga sätet för metabolismen av absorberade ämnen. Det är således ett lämpligt säte för att mäta DNA-
skadorin vivo.

Om det finns bevis för att testsubstansen inte kommer att nå målvävnaden är det inte lämpligt att använda detta
test.

Reparationssyntesens slutpunkt mäts genom att bestämma upptaget av märkta nukleosider i celler som inte
undergår reguljär DNA syntes (S-fas). Den teknik som är den mest använda är bestämning av upptag av
tritiummärkt tymidin (3H-TdR) med hjälp av autoradiografi. Råttlever används med fördel för UDS-testerin
vivo. Andra vävnader än lever kan användas, men omfattas inte av denna metod.

Detektionen av ett UDS-svar är beroende av antalet DNA-baser som “klipps bort” och byts ut vid platsen för
skadan. UDS-testet är därför särskilt värdefullt för att detektera substansinducerad ”longpatch”-reparation (20–
30 baser). “Shortpatch”-reparation (1–3 baser) detekteras däremot med mycket lägre känslighet. Vidare kan
mutagena händelser inträffa på grund av utebliven reparation, felreparation eller felreplikation av DNA-skador.
Omfattningen av UDS-svaret ger ingen indikation på noggrannheten i reparationsprocessen. Dessutom är det
möjligt att ett mutagen reagerar med DNA men att DNA-skadan inte repareras via en reparationsprocess där
DNA-baser ”klipps bort” och byts ut. Bristen på specifik information rörande mutagen aktivitet, erhållen
genom UDS-testet, kompenseras för genom dess potentiella känslighet, eftersom den mäts i hela genomet.

Se även Allmän inledning, Del B.

1.2 DEFINITIONER

Celler som repareras:ett nettoantal korn i kärnan (net nuclear grain, NNG) som är större än ett förvalt värde,
vilket skall verifieras av det laboratorium som utför testet.

Nettoantal korn i kärnan (NNG): kvantitativ mätning av UDS-aktivitet hos celler i autoradiografiska UDS-
tester, beräknade genom att subtrahera medelantalet av de cytoplasmiska kornen i kärnekvivalenta
cytoplasmiska områden (CG) från antalet korn i kärnan (nuclear grains, NG): NNG = NG - CG. NNG-
räkningar beräknas för individuella celler och slås sedan samman för celler i en kultur, i parallella kulturer, etc.

Reparationssyntes (UDS):DNA-reparationssyntes efter “bortklippning” och avlägsnande av en DNA-sträng
som innehåller ett avsnitt med skador som inducerats av kemiska substanser eller fysiska ämnen.



1.3 TESTMETODENS PRINCIP

UDS-testet med leverceller från däggdjurin vivo indikerar DNA-reparationssyntes efter ”bortklippning” och
avlägsnande av en sträng med DNA innehållande ett avsnitt med skador, vilka inducerats av kemiska substanser
eller fysiska ämnen. Testet baseras i vanliga fall på en inkorporering av3H-TdR i DNA hos leverceller, vilka
har en låg frekvens av celler som befinner sig i cellcykelns S-fas. Upptaget av3H-TdR bestäms vanligen genom
autoradiografi, eftersom denna teknik inte är så mottaglig för interferens från celler i S-fas som, t.ex. vätske-
scintillationsräkning.

1.4 BESKRIVNING AV METODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Val av djurarter

Vanligen används råttor men det går även bra att använda ett annat lämpligt däggdjur. Man bör välja de
stammar av unga, friska vuxna försöksdjur som vanligen används på laboratorier. När undersökningen skall
påbörjas, är det lämpligt att viktskillnaden mellan djuren är så liten som möjligt och den bör inte överstiga±
20 % av medelvikten för varje kön.

1.4.1.2 Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den Allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter en
relativ luftfuktighet på 50–60 %.

1.4.1.3 Förberedelse av djuren

Friska, unga och vuxna försöksdjur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna.
Burar bör arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små som
möjligt. Djuren skall ha en unik identifiering och hållas i sina burarunder minst fem dagar innan
undersökningen börjar, för att göra det möjligt för dem att acklimatiseras till förhållandena i laboratoriet.

1.4.1.4 Beredning av testsubstansen

Testsubstanser i fast form bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas
ut, om så är lämpligt, innan dosen administreras till försöksdjuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras
direkt eller så späds de ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte
stabilitetsdata visar att lagring är acceptabelt.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. När det är
möjligt, rekommenderas att man i första hand överväger vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.



1.4.2.2 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel/vehikel) bör ingå i varje oberoende utförd del av
experimentet. Förutom vid behandling med testsubstansen, bör försöksdjuren i kontrollgrupperna hanteras på ett
identiskt sätt i förhållande till djuren i de grupper där behandling skett.

Positiva kontroller bör utgöras av substanser som är kända för att ge UDS när de administreras vid
exponeringsnivåer som kan förväntas att ge en detekterbar ökning jämfört med bakgrunden. Positiva kontroller
som kräver metabolisk aktivering bör användas vid doser som framkallar ett måttligt svar (4). Doserna kan väljas
på ett sådant sätt att effekterna är tydliga men att de inte omedelbart avslöjar identiteten hos kodade utstryksglas
för läsaren. I tabellen nedan ges några exempel på positiva kontrollsubstanser.

Tider för provtagning Substans CAS-nr. EINECS-nr.

Tidiga provtagningstider (2–4 tim.) N-Nitrosodimetylamin 62-75-9 200-249-8

Sena provtagningstider (12–16 tim) N-2-Fluorenylacetamid (2-AAF) 53-96-3 200-188-6

Andra lämpliga positiva kontrollsubstanser kan användas. Det är acceptabelt att den positiva kontrollen
administreras via en annan tillförselväg än testsubstansen.

1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Försöksdjurens antal och kön

Ett lämpligt antal försöksdjur bör användas, för att man skall kunna ta hänsyntill den naturliga biologiska
variationen hos testresultaten. Antalet försöksdjur bör utgöras av minst 3 analyserbara försöksdjur per grupp.
Där det finns en signifikant historisk databas som har ackumulerats, krävs det endast 1 eller 2 försöksdjur för
de samtidiga negativa och positiva kontrollgrupperna.

Om det vid tiden för undersökningen visar sig att det finns data som ärtillgängliga frånundersökningar på
samma stam och där samma tillförselväg för exponering har använts, samt att dessa visar att det inte finns några
betydande skillnader i toxicitet mellan könen, kan testning på endast ett kön, helst på hanar, vara tillräckligt. I
de fall där exponering av människa för kemikalier kan ge könsspecifika resultat, som t.ex. för vissa läkemedel
ämnen, bör testet utföras med försöksdjur av lämpligt kön.

1.5.2 Behandlingsschema

Testsubstanser administreras i allmänhet i form av en enstaka behandling.

1.5.3 Dosnivåer

Normalt används minst två olika dosnivåer. Den högsta dosen definieras som den dos vilken producerar tecken
på toxicitet på ett sådant sätt att högre dosnivåer, baserade på en likadan doseringsregim, skulle förväntas leda
till letalitet. I allmänhet bör den lägre dosen vara 50 % till 25 % av den högre dosen.



Substanser med specifika biologiska verkningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgöra undantag med avseende på de dosbestämmande kriterierna och bör utvärderas från fall
till fall. Om en undersökning för att bestämma intervallet utförs på grund av att det inte finns några lämpliga
data tillgängliga, bör denna utföras i samma laboratorium, och där man använder samma arter, stammar, kön
och behandlingsschema som i huvudundersökningen.

Den högsta dosen kan även definieras som en dos vilken producerar en indikation på toxicitet i levern (t.ex.
pyknotiska kärnor).

1.5.4 ”Limit-test ”

En fullständig undersökning kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå vid minst 2 000 mg/kg
kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma dag, inte ger upphov
till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data om strukturellt
relaterade substanser. En förväntad exponering av människor kan visa på behovet av att en högre dosnivå
används i ”limit-testen”.

1.5.5 Administrering av doser

Testsubstansen administreras vanligen via sondmatning genom att använda en magsond eller en lämplig
intubationskanyl. Andra tillförselvägar för exponering kan vara acceptabla, där de kan motiveras. Den
intraperitoneala vägen rekommenderas dock inte, eftersom den skulle kunna exponera levern direkt för
testsubstansen snarare än via det cirkulatoriska systemet. Den maximala vätskevolymen som kan administreras
genom sondmatning eller injektion vid etttillfälle beror av försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överskrida
2 ml/100 g kroppsvikt. Användningen av större volymer måste motiveras. Förutom när det gäller irriterande
eller korrosiva substanser, vilka normalt kommer att avslöja förvärrade effekter vid högre koncentrationer, bör
variationer av testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen, så att en konstant volym kan
säkerställas vid alla dosnivåer.

1.5.6 Beredning av leverceller

I normala fall bereds leverceller från behandlade försöksdjur 12–16 timmar efter dosering. Ytterligare en tidig
provtagningstidpunkt (normalt 2–4 timmar efter behandlingen) är normalt nödvändig om inte det finns ett
tydligt positivt svar efter 12–16 timmar. Alternativa provtagningstidpunkter kan användas när det är motiverat
utifrån toxikokinetiska data.

Kortvariga kulturer med leverceller från däggdjur startas genom att skölja levernin situ med kollagenas och att
låta nyligen dissocierade leverceller fästa sig på en lämplig yta. Leverceller från negativa kontrollförsöksdjur
bör ha en viabilitet (5) på minst 50 %.

1.5.7 Bestämning av UDS

Nyligen isolerade leverceller från däggdjur inkuberas normalt med ett medium som innehåller3H-TdR under en
tid som är tillräckligt lång, t.ex. 3–8 timmar. När inkubationsperioden går mot sitt slut, bör mediet avlägsnas
från cellerna, vilka sedan kan inkuberas i ett medium som innehåller ett överskott på omärkt tymidin för att
försvaga oinkorporerad radioaktivitet (”cold chase”). Cellerna tvättas sedan, fixeras och torkas. Vid längre
inkubationstider, kan ”cold chase” visa sig vara onödigt. Utstryksglas doppas sedan i en autoradiografisk
emulsion, exponeras i mörker (t.ex. nedkylda under7–14 dagar), framkallas och färgas in, varpå exponerade
silverkorn sedan räknas. Två till tre utstryksglas bereds från varje försöksdjur.



1.5.8 Analys

Preparationerna av utstryksglas bör innehålla tillräckligt många celler med normal morfologi för att medge en
meningsfull bestämning av UDS. Preparationer undersöks mikroskopiskt efter tecken på uppenbar cytotoxicitet
(t.ex. pyknos, reducerade nivåer av radioaktiv märkning).

Utstryksglas bör kodas innan kornen räknas. Normalt påvisas 100 celler från varje försöksdjur från minst två
utstryksglas. Om mindre än 100 celler/försöksdjur påvisas bör detta motiveras. Vid kornräkningar påvisas inte
kärnor i S-fas, men proportionen av celler i S-fas kan registreras.

Mängden av3H-TdR som inkorporerats i kärnan och cytoplasman hos morfologiskt normala celler, som
bevisats av upplagringen av silverkorn, bör bestämmas med hjälp av lämpliga metoder.

Kornräkningar bestäms i kärnorna (nuclear grains, NG) och kärnekvivalenta områden i cytoplasman
(cytoplasmic grains, CG). CG-räkningar mäts genom att antingen ta det område av cytoplasman som har den
mest omfattande märkningen, eller genom att ta ett medeltal av två eller tre slumpmässiga cytoplasmaräkningar
nära kärnan. Andra räknemetoder (t.ex. helcellsräkning) kan användas om de kan motiveras (6).

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella utstryksglas och försöksdjursdata bör tas fram. Dessutom bör alla data sammanfattas i tabellform.
Räkningar av nettoantalet korn i kärnan (NNG) bör tas fram för varje cell, för varje försöksdjur och för varje
dos och tid genom att subtrahera CG-räkningar från NG-räkningar. Om ”celler under reparation” räknas in, bör
kriterierna för definition av ”cellerunder reparation” vara motiverade och baserade på historiska eller samtidiga
negativa kontrolldata. Numeriska resultat kan utvärderas utifrån statistiska metoder. Om statistiska tester
används, bör de selekteras och motiveras innan undersökningen utförs.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Exempel på kriterier för positiva/negativa svar innefattar:

positiva (i) NNG-värden över ett förvalt tröskelvärde som är motiverat på basis
av historiska laboratoriedata

eller (ii) NNG-värden som är signifikant större än den samtidiga kontrollen

negativa (i) NNG-värden inom/under det historiska kontrolltröskelvärdet

eller (ii) NNG-värden som inte är signifikant större än den samtidiga
kontrollen

Den biologiska relevansen hos registrerade data bör uppmärksammas: d.v.s. parametrar såsom variationer
mellan olika försöksdjur, dos/respons-förhållanden och cytotoxicitet bör också beaktas. Statistiska metoder kan
användas såsom en hjälp vid utvärderingen av testresultaten. Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda
faktor som bestämmer om resultatet är positivt.



Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppsättningen av data i
sällsynta fall göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens aktivitet.
Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger som experimentet upprepas.

Ett positivt resultat från UDS-testet på leverceller från däggdjur in vivo indikerar att testsubstansen inducerar
DNA-skador i leverceller från däggdjurin vivo, vilka kan repareras av reparationssyntesin vitro. Ett negativt
resultat indikerar att testsubstansen, under försöksbetingelserna, inte inducerar skador på DNA som är
detekterbara med hjälp av detta test.

Sannolikheten för att testsubstansen eller dess metaboliter skall nå ut i det stora kretsloppet eller specifikt till
målvävnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bör diskuteras.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel

— motivering för valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Försöksdjur:

— art/stam som används

— försöksdjurens antal, ålder och kön

— ursprung, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp

Försöksbetingelser:

— positiva och negativa kontroller (vehikel/lösningsmedel)

— data från en undersökning av spännvidden, om en sådan har utförts

— grund för valet av dosnivå

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund för det sätt administreringen sker på

— metoder för att verifiera att testsubstansen nådde det stora kretsloppet eller målvävnaden, om detta är
tillämpbart

— omvandling från koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart

— uppgifter om beträffande fodrets och vattnets kvalitet

— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman



— metoder för mätning av toxicitet

— metod för beredning och odling av leverceller

— den autoradiografiska teknik som använts

— antalet utstryksglas som preparerats och antalet celler som påvisats

— kriterier för utvärdering

— kriterier för att bedöma om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

— individuella utstryksglas, försöksdjurs- och gruppmedelvärden för antalet korn i kärnan, cytoplasmiska
korn, och nettoantalet korn i kärnan (NNG)

— dos/respons-förhållande, om detta är tillgängligt

— statistisk utvärdering, om en sådan utförts

— tecken på toxicitet

— samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

— historiska negativa och positiva kontrolldata (lösningsmedel/vehikel) med intervall, medelvärden och
standardavvikelser

— antalet ”celler under reparation”, om detta har fastställts

— antalet celler i S-fas, om detta har bestämts

— cellernas viabilitet

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B.40. HUDKORROSIVITET

1. METOD

1.1 INLEDNING

Europeiska centret för validering av alternativa provningsmetoder (ECVAM, Gemensamma forskningscentret,
Europeiska kommissionen) har bedömt tvåin vitro-test för hudkorrosivitet – bestämning av transkutant
elektriskt motstånd i råtthud (TER) och ett test där en modell av human hud används – som vetenskapligt
validerade (1)(2)(3). Vid ECVAM-valideringsstudien påvisades att båda testerna gav tillförlitliga resultat när
det gällde att skilja mellan kända korrosiva och icke-korrosiva ämnen. Med försöksprotokollet baserat på
modell av human hud kunde man dessutom framgångsrikt skilja mellan olika grader av korrosivitet (kända
starkt korrosiva ämnen, R35 och andra korrosiva ämnen, R34) (2). Föreliggande dokument innehåller
beskrivningar och förfaranden för båda testerna. Valet av test för ett visst ändamål beror på användarens
specifika krav och preferenser.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

Hudkorrosivitet: förmågan hos ett testämne som har applicerats på huden att framkalla irreversibla
vävnadsskador.

1.3 REFERENSÄMNEN

Inga referensämnen har specificerats. Se dock punkterna 1.5.3.4 och 1.7.2.3.

1.4 PRINCIP FÖR TESTMETODEN– BESTÄMNING AV TER I RÅTTHUD

Testämnet appliceras och får verka upp till 24 timmar på ytan avhudbitar från humant avlivade unga råttor.
Korrosiva ämnen identifieras genom sin förmåga att framkalla skador på hudens hornlager och störningar i den
normala barriärfunktionen, vilket kan fastställas som en sänkning av hudens transkutana elektriska motstånd
(TER) under ett tröskelvärde (5 kΩ) (4)(5). Irriterande och icke-irriterande material framkallar ingen sänkning
av TER under tröskelvärdet. För surfaktanter och neutrala organiska ämnen kan testförfarandet kompletteras
med ett färgämnesbindningssteg (för definition, se hänvisning (6)) i syfte att minska antalet falska positiva
resultat som ofta fås med dessa kemikalietyper (2) (7).

1.5 BESKRIVNING AV TESTMETODEN – BESTÄMNING AV TER I RÅTTHUD

1.5.1 Djur

För beredningen av hudbitar behövs unga råttor (20–23 dagar, Wistar eller motsvarande stam). Råttornas rygg-
och flankhår avlägsnas omsorgsfullt med en liten pälsklippningsmaskin. Djuren tvättas genom omsorgsfull
avtorkning och det hårlösa området dränks med antibiotikalösning (som kan innehålla t.ex. streptomycin,
penicillin, kloramfenikol eller amfotericin i tillräcklig koncentration för att hindra bakterietillväxt). Djuren tvättas
på nytt med antibiotika tre eller fyra dagar efter den första tvätten och måste därefter användas inom 3 dagar (djur
som används för beredning av hudbitar får inte vara äldre än 31 dagar).

1.5.2 Beredning av hudbitar

Djuren avlivas på humant sätt. Rygghuden från varje djur tastillvara och allt överskottsfett avlägsnas omsorgsfullt.
Huden placeras över ändan av ett rör av PTFE (polytetrafluoroetylen) med epidermisytan mot röret. En O-ring av
gummi trycks över rörets ända för att hålla hudbiten på plats och överskottshud trimmas bort. Rörets och O-
ringens mått framgår av figur 1. Därefter förseglas O-ringen omsorgsfullt till PTFE-röret med paraffin. Rörets
stöds av en fjäderklämma innanför en receptorkammare som innehåller magnesiumsulfatlösning (154 mM) (figur
2).



1.5.3 Testförfarande

1.5.3.1 Applicering av testämne

Testämnen i vätskeform (150 µl) appliceras på epidermisytan inuti röret (figur 2). Vid testning av ämnen i fast
form appliceras en tillräcklig mängd för att säkerställa att hela epidermisytan täcks. Därefter tillförs avjoniserat
vatten (150 µl) på det fasta ämnet och röret omskakas varsamt. Testämnet bör ha maximal kontakt med huden. För
vissa fasta ämnen kan detta uppnås genom uppvärmning till 30°C så att testämnet smälter. Alternativt kan ämnet
finfördelas till granulat eller pulver.

Varje testämne appliceras på tre hudbitar. Testämnet får verka 24 timmar (se även 1.5.3.4) och avlägsnas därefter
genom sköljning med kranvattenstråle (upp till 30°C). Sköljningen bör pågå till dess att inget ämne längre fås bort.
Testämne som har fastnat i röret kan sköljas bort med varmt vatten (cirka 30°C).

1.5.3.2 TER-mätningar

För TER-mätningen används en LCR-mätare för lågspänning och växelström (t.ex. AIM 401, AIM 6401 eller
motsvarande). För att sänka hudens ytspänning före motståndsmätningentillförs etanol (70 %) i tillräcklig mängd
för att täcka epidermisytan. Etanolen får verka i några sekunder och hälls sedan ur röret. Därefter behandlas
vävnaden med 3 ml magnesiumsulfatlösning (154 mM). För motståndsmätningen (kΩ/hudbit) placeras
mätutrustningens elektroder på hudbitens motstående båda ytor (figur 2). Elektrodernas mått och elektrodlängden
under krokodilklämman framgår av figur 1. Den inre (tjocka) elektrodklämman hålls uppe på PTFE-röret under
motståndsmätningen för att säkerställa att elektrodlängden inne i magnesiumsulfatlösningen hålls konstant. Den
yttre (tunna) elektroden placeras innanför receptorkammaren så att elektroden ligger mot kammarens botten.
Avståndet mellan fjäderklämman och PTFE-rörets botten skall hållas konstant (figur 1) eftersom avståndet
påverkar det erhållna motståndsvärdet.

Observera att om det uppmätta motståndsvärdet överstiger ett så högt värde som 20 kΩ kan detta bero på att
hudbitens epidermisyta är täckt av testämne. För att få bort ämnet kan man t.ex. slutatill PTFE-röret med tummen
(som bör skyddas med handske) och skaka om röret i cirka 10 sekunder, hälla ut magnesiumsulfatlösningen och
upprepa mätningen med ny magnesiumsulfatlösning.

De resulterande medelvärdena är godtagbara om samtidiga positiva och negativa kontrollvärden faller inom det
godkända området för metoden. I tabellen nedan anges förslagtill kontrollämnen samt motsvarandegodkända
motståndsintervall för den beskrivna metoden och utrustningen.

Kontroll Ämne Motståndsintervall (kΩ)
Positiv 10 M saltsyra (36 %) 0,5–1,0
Negativ Destillerat vatten 10–25

1.5.3.3 Modifierat förfarande för surfaktanter och neutrala organiska ämnen

Om testämnet är en surfaktant eller neutralt organiskt ämne och TER-värdet är lägre eller lika med 5 kΩ kan falska
positiva resultat sållas ut genom bestämning av färgämnespenetrationen i vävnaderna (2).



1.5.3.3.1 Applicering och avlägsnande av färgämne (Sulforhodamine B)

Efter den första behandlingen med testämne appliceras 150µl 10-procentig (vikt i volym) lösning av färgämnet
i destillerat vatten på epidermisytan av allahudbitar. Lösningen får verka i 2 timmar. Därefter avlägsnas
överskott (obundet färgämne) genom tvättning av hudbitarna med kranvattenstråle under cirka 10 sekunder.
Hudbitarna tas försiktigt bort från PTFE-rören och varje hudbit placeras i en burk (t.ex. en 20 ml
scintillationsburk i glas) som innehåller avjoniserat vatten (8 ml). Burkarna omskakas varsamtunder 5 minuter
för att avlägsna ytterligare överskott (obundet färgämne). Därefter upprepas sköljningen. Hudbitarna tas bort,
placeras i burkar som innehåller 5 ml 30-procentigt (vikt i volym) natriumdodekylsulfat (SDS) i destillerat
vatten och inkuberas över natten vid 60°C. Efter inkubationen avlägsnas hudbitarna och slängs. Den
kvarvarande lösningen centrifugeras under 8 minuter vid 21°C (relativ centrifugalkraft ~175). Ett 1 ml prov av
supernatanten späds ut i volymförhållandet 1:5 (t.ex. 1 ml + 4 ml) med 30-procentigt (vikt i volym) SDS i
destillerat vatten. Lösningens optiska densitet (OD) mätes vid cirka 565 nm.

1.5.3.3.2 Beräkning av färgämneshalten

Färgämneshalten per hudbit beräknas utifrån OD-värdena (färgämnets molära extinktionskoefficient vid565nm =
8,7 x 104; molekylvikt = 580). Färgämneshalten bestäms för varjehudbit och därefter beräknas en medelhalt för
alla hudbitarna. Resultaten är godtagbara om samtidiga kontrollvärden faller inom de godkända intervallen för
metoden. I tabellen nedan ges förslag på godtagbara intervall för kontrollämnenas färgämneshalt för den beskrivna
metoden och utrustningen.

Kontroll Ämne Intervall för färgämneshalten (µg/bit)
Positiv 10 M saltsyra (36 %) 40–100
Negativ Destillerat vatten 15–35

1.5.3.4 Tilläggsinformation

Det är också möjligt att låta testämnena verka påhudbitarna under kortare tid (t.ex. 2 timmar) i syfte att identifiera
ämnen som är starkt korrosiva. Det visade sig dock vid valideringsstudien att TER-bestämning efter 2 timmars
kemikaliepåverkan gav överdrivna resultat avseende flera kemikaliers korrosivitetspotential (2), trots att en korrekt
identifiering av korrosiva och icke-korrosiva kemikalier kunde göras efter 24 timmars verkningstid.

Testutrustningens egenskaper och mått samt det använda testförfarandet kan påverka de uppmätta TER-
värdena. Korrosivitetströskeln på 5 kΩ härleddes från data som erhållits med den specifika utrustning och det
specifika förfarande som beskrivs för denna metod. Om försöket utförs under betydligt annorlunda
förhållanden kan avvikande tröskel- och kontrollvärden erhållas. Det rekommenderas därför att metoden och
motståndets tröskelvärde kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som valts ut bland de
kemikalier som använts i valideringsstudien (3).



1.6 PRINCIP FÖR TESTMETODEN – BESTÄMNING MED MODELL AV HUMAN HUD

Testämnet appliceras och får verka upp till 4 timmar på ytan av en tredimensionell modell av human hud som
består av rekonstruerad epidermis med funktionellt hornlager. Korrosiva ämnen identifieras genom sin förmåga
att efter fastställda exponeringsperioder framkalla en sänkning av cellernas viabilitet (vilket kan fastställas
t.ex. med MTT-reduktionsbestämning) under definierade tröskelvärden. Principen för bestämningen följer
hypotesen om att kemikalier är korrosiva om de kan penetrera hornlagret (genom diffusion eller erosion) och är
tillräckligt cytotoxiska för att orsaka celldöd iunderliggande cellskikt.

1.7 BESKRIVNING AV TESTMETODEN – BESTÄMNING MED MODELL AV HUMAN HUD

1.7.1 Modeller av human hud

Modeller av human hud kan härröra från olika källor men måste uppfylla vissa kriterier. Modellen måste ha ett
funktionellt hornlager med ett underliggande lager levande celler och hornlagrets barriärfunktion måste vara
tillräcklig. Tillräcklig barriärfunktion kan påvisas genom demonstration avhudmodellens beständighet vad
gäller cytotoxicitet. Detta görs genom att applicera ämnen som veterligen är cytotoxiska för celler men som
normalt inte passerar hornlagret. Man måste kunna påvisa att hudmodellen ger reproducerbara resultat under
definierade försöksförhållanden.

Hudmodellens levande celler måste ha tillräcklig viabilitet för att det skall uppstå en skillnad mellan resultatet
för positivt och negativt kontrollämne. Cellernas viabilitet (t.ex. uppmätt genom MTT-reduktion, dvs. ett OD-
värde) efter exponering för det negativa kontrollämnet måste falla inom godtagbara gränser för den berörda
modellen. Likaså måste cellernas viabilitetsvärden för det positiva kontrollämnet (i förhållande till värdena för
det negativa kontrollämnet) falla inom fastställda gränser. Det viktigaste kriteriet är att den
förutsägbarhetsmodell som används måste ha påvisats uppfylla internationella valideringsstandarder.

1.7.2 Testförfarande

1.7.2.1 Applicering av testämne

Ämnen i vätskeform måste appliceras i tillräcklig mängd för att täckahudens yta (minst 25 µl/cm²). Ämnen i
fast form måste appliceras i tillräcklig mängd för att täckahuden och därefter måste ämnet fuktas för att
säkerställa god kontakt med huden. I vissa fall måste ämnen i fast form pulveriseras före appliceringen.
Appliceringsmetoden måste bevisligen vara lämplig för ett stort antal olika kemikalietyper (se t.ex. hänvisning
2). I slutet av exponeringsperioden skall testämnet omsorgsfullt tvättas bort från hudytan med saltlösning.

1.7.2.2 Mätning av cellernas viabilitet

Cellernas viabilitet kan mätas med valfri validerad metod. Den oftast använda bestämningsmetoden är MTT-
reduktion, som har visat sig ge exakta och reproducerbara resultat i olika laboratorier (2). Hudbitarna får ligga
3 timmar i en MTT-lösning (0,3 mg/ml) vid 20–28°C. Den utfällda blå formazanprodukten extraheras med
lösningsmedel och formazanhalten mäts genom OD-bestämning vid en våglängd mellan 545 och 595 nm.

1.7.2.3 Tilläggsinformation

Den hudmodell som används och det exakta protokollet för exponeringstid, tvättningsförfaranden och dylika
faktorer har stor inverkan på resultaten avseende cellernas viabilitet. Det rekommenderas att metoden och
förutsägbarhetsmodellen kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som väljs ut bland de
kemikalier som användes i ECVAM-valideringsstudien (3). Ett avgörande kriterium är att metoden bevisligen
är reproducerbar inom och mellan laboratorier för ett stort antal olika kemikalier, i enlighet med internationella
standarder. Metoden bör minst uppfylla de fastställda kriterierna för vetenskaplig validitet (2) och resultaten
från en sådan valideringsstudie måste publiceras i en kollegialt granskad vetenskaplig tidskrift.



2. DATA

2.1 HANTERING AV RESULTATEN

2.1.1 TER i råtthud

Motståndsvärden (kΩ) för testämnet, positiva och negativa kontrollämnen samt eventuella
standardreferenskemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data för replikat och upprepade försök,
medelvärden och den resulterande klassificeringen.

2.1.2 Bestämning med modell av human hud

OD-värden och beräknade värden för cellernas procentuella viabilitet för testämnet, positiva och negativa
kontrollämnen samt eventuella standardreferenskemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data för
replikat och upprepade försök, medelvärden och den resulterande klassificeringen.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

2.2.1 TER i råtthud

Om TER-medelvärdet som fås för testämnet är högre än 5 kΩ är testämnet icke-korrosivt. Om TER-värdet är lägre
eller lika med 5 kΩ (och det inte gäller en surfaktant eller neutralt organiskt ämne) är testämnet korrosivt.

För surfaktanter eller neutrala organiska ämnen som ger TER-värden lägre eller lika med 5 kΩ kan testförfarandet
kompletteras med färgämnespenetrering. Om medelvärdet för hudbitarnas färgämneshalt är större eller lika med
motsvarande värde i den positiva kontroll som samtidigt utförs med 36 % HCl är testämnet sant positivt och
därmed även korrosivt. Om medelvärdet för hudbitarnas färgämneshalt är lägre än motsvarande värde i den
positiva kontrollen är testämnet falskt positivt och därmed icke-korrosivt.

2.2.2 Bestämning med modell av human hud

Ett negativt OD-kontrollvärde betyder 100 % viabilitet för cellerna och därför kan de OD-värden som fås för
vart och ett prov användas för att beräkna en procentuell viabilitet i förhållande till den negativa kontrollen.
Innan metoden kan valideras måste det viabilitetsgränsvärde som skiljer korrosiva testämnen från icke-
korrosiva (eller som skiljer mellan olika grader av korrosivitet) definieras på ett klart sätt i
förutsägbarhetsmodellen , och vid påföljande valideringsstudie måste påvisas att gränsvärdet är lämpligt (se
t.ex. hänvisning 2).

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla minst följande information:

Testämne

– Identifierande data, fysikalisk natur och i tillämpliga fall fysikalkemiska egenskaper. Motsvarande information
bör lämnas för eventuella referensämnen.

Försöksförhållanden

– Detaljerade uppgifter om det testförfarande som har använts.
– Beskrivning av och motivering för eventuella modifieringar.



Resultat

– Tabelluppställning med testämnets motståndsvärden (TER-bestämning) eller cellernas procentuella viabilitet
(bestämning med modell av human hud), positiva och negativa kontroller och eventuella
standardreferenskemikalier, inbegripet data för replikat eller upprepade försök och medelvärden.
– Beskrivning av eventuella andra observerade verkningar.

Diskussion om resultaten

Slutsatser
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Figur 2
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B. 41. FOTOTOXICITET – 3T3 NRU-FOTOTOXICITETSTEST IN VITRO

1. METOD

1.1 INLEDNING

Fototoxicitet definieras såsom toxisk respons som framkallas när huden först exponeras för vissa kemikalier
och därefter för ljus, eller som framkallas på liknande sätt genom hudbestrålning efter administrering av en
kemikalie till organismen.

Den information som erhållits från 3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro kan användas för att identifiera den
fototoxiska potentialen hos ett testämne, dvs. huruvida testämnet kan ge upphov till skador eller inte i
kombination med exponering för UV-strålning och synligt ljus.

Den toxikologiska slutpunkten förin vitro-testet består av fastställandet avfototoxicitetsom framkallas genom
kombinerad verkan av en kemikalie och ljus, och därför kan testet användas för att identifiera både föreningar
som är fototoxiskain vivo efter systemisk applicering och fördelning på huden, och föreningar som har
fotoirriterande egenskaper efter applicering på hudens yta.

3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro utvecklades och validerades inom ramen för ett gemensamt EU/COLIPA-
projekt 1992–1997 (1)(2)(3) i syfte att få fram ett adekvatin vitro-alternativ till de olikain vivo-tester som var i
bruk. Ett OECD-arbetsmöte lämnade 1996 rekommendationer om en sekventiellin vitro-testmetod för
bedömning av fototoxicitet (4).

Resultaten från 3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro jämfördes med akuta fototoxicitets- och
fotoirritationsverkningarin vivo hos djur och människor, och testet har visat sig ge utmärkt förutsägbarhet vad
gäller dessa verkningar. Avsikten med testet är inte att förutsäga andra skadliga verkningar som kan uppstå
genom kombinerad verkan av en kemikalie och ljus, t.ex.fotogenotoxicitet, fotoallergioch fotokarcinogenitet,
även om många kemikalier med sådana specifika egenskaper reagerar positivt vid 3T3 NRU-fototoxicitetstestet
in vitro. Testet är inte heller avsett att användas för bedömning avfototoxisk potential.

En sekventiell metod för testning av kemikaliers fototoxicitet presenteras i bilaga 1.

1.2 DEFINITIONER

Strålning: Intensiteten hos ultraviolett (UV) eller synligt ljus som når en yta, uttryckt i W/m² eller mW/cm².

Ljusdos: Den mängd (= intensitet× tid) ultraviolett (UV) eller synlig strålning som når en yta, uttryckt i Joule
(= W × s) per ytenhet, t.ex. J/m² eller J/cm².

UV-ljusets våglängdsområden:CIE (Commission Internationale de L'Eclairage) rekommenderar följande
uppdelning: UVA (315–400 nm), UVB (280–315 nm) och UVC (100–280 nm). Även andra uppdelningar
förekommer – gränsen mellan UVB och UVA sätts ofta vid 320 nm och UVA kan uppdelas i UV-A1 och UV-
A2 med en gräns vid cirka 340 nm.

Cellviabilitet: En parameter för att mäta en cellpopulations totala aktivitet (t.ex. upptag av det vitala färgämnet
neutralrött i cellernas lysosomer). Denna aktivitet korrelerar, beroende på den slutpunkt som uppmäts och den
testutformning som används, med det totala antalet celler och deras vitalitet.

Relativ cellviabilitet: Cellviabiliteten uttryckt i förhållande till negativa kontroller (med lösningsmedel) som
har tagits fortlöpande under hela testförfarandet (+UV eller -UV), utan behandling med testkemikalie.



Förutsägbarhetsmodell: En algoritm som används för att omvandla resultaten från ett toxicitetstest till
förutsägelse av toxisk potential. I föreliggande testriktlinjer kan PIF och MPE användas för att omvandla
resultaten från 3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro till en förutsägelse av fototoxisk potential.

PIF (fotoirritationsfaktor): En faktor som fås genom att jämföra två cytotoxiska koncentrationer (EC50) av
testkemikalien som ger samma effekt i frånvaro (-UV) respektive närvaro (+UV) av icke-cytotoxisk bestrålning
med UVA/synligt ljus.

MPE (Mean Photo Effect): Ett nytt mått som har härletts från matematisk analys av den fullständiga formen
hos två koncentrations-responskurvor som erhållits i frånvaro (-UV) respektive närvaro (+UV) av icke-
cytotoxisk bestrålning med UVA/synligt ljus.

Fototoxicitet: Akut toxisk respons som framkallas när huden först exponeras för vissa kemikalier och därefter
för ljus, eller som framkallas på liknande sätt genom hudbestrålning efter administrering av en kemikalietill
organismen.

Fotoirritation: Ett underbegrepp av termen ”fototoxicitet”. Begreppet används endast för att beskriva sådana
fototoxiska reaktioner som uppstår i huden efter kemikalieexponering (på huden eller oralt) och som alltid leder
till icke-specifika cellskador (reaktioner av typen solbrännskador).

Fotoallergi: En förvärvad immunologisk reaktivitet som inte uppkommer vid en första behandling med
kemikalie och ljus, och som behöver en induktionsperiod på en eller två veckor innan hudens reaktions-
benägenhet kan påvisas.

Fotogenotoxicitet: Genotoxisk respons som observeras med en genetisk slutpunkt. Denna framkallas efter att
cellerna har exponerats för en icke-genotoxisk dos av UV/synligt ljus och en icke-genotoxisk kemikalie.

Fotokarcinogenitet: Karcinogenitet som induceras genom upprepad behandling med ljus och kemikalie.
Termen ”foto-co-karcinogenes” står för att en kemikalie förstärker UV-inducerad tumorigenes.

1.3 REFERENSÄMNEN

För upprättandet av 3T3 NRU-fototoxicitetstest rekommenderas, utöver användning av den positiva
kontrollkemikalienklorpromazinsom vid varje bestämning bör testas parallellt, att referenskemikalierna väljs
ut ur den uppsättning kemikalier som användes i de laboratorier som deltog i provningarna för det aktuella
testet (1)(3)(13).

1.4 BAKGRUND

Många typer av kemikalier har rapporterats orsaka fototoxiska verkningar (5)(6)(7)(8). Dessa kemikaliers enda
gemensamma egenskap är förmågan att absorbera ljusenergi inom solljusets våglängdsområde. Enligt
fotokemins första lag (Grotthaus-Drapers lag) är tillräcklig absorption av ljuskvanta förutsättningen för en
fotoreaktion. Innan man planerar biologisk testning av en kemikalie enligt de aktuella testriktlinjerna bör man
därför fastställa den berörda kemikaliens absorptionsspektrum avseende UV/synligt ljus (t.ex. enligt OECD:s
testriktlinjer 101). Om den molära extinktions- eller absorptionskoefficienten liggerunder 10liter × mol-1 × cm-

1 har kemikalien ingen fotoreaktiv potential och behöver inte testas med 3T3 NRU-fototoxicitetstestin vitro
eller annat biologiskt test av skadliga fotokemiska effekter (bilaga 1).

1.5 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

Man har identifierat fyra mekanismer som kan resultera i fototoxisk respons genom att ljus absorberas av en
(kemisk) kromofor (7). Alla fyra mekanismer leder till cellskador. Därför bygger 3T3 NRU-fototoxicitetstestet
in vitro på en jämförelse av cytotoxiciteten hos en kemikalie när den testas exponerad respektive icke-
exponerad för en icke-cytotoxisk dos av UVA/synligt ljus. Cytotoxiciteten uttrycks då som en
koncentrationsberoende minskning av upptaget av det vitala färgämnet neutralrött (NR ( 9)) 24 timmar efter
behandling med testkemikalien och påföljande bestrålning.



Balb/c 3T3-celler hålls i kultur under 24 timmar för monolayerbildning. Två 96-hålsplattor per testkemikalie
förinkuberas i en timme med åtta olika koncentrationer av kemikalien. Därefter exponeras den ena av de två
plattorna för en icke-cytotoxisk dos (5 J/cm² UVA) av UVA/synligt ljus (+UV-provning) medan den andra
plattan hålls i mörker (-UV-provning). Sedan byter man ut båda plattornas behandlingsmedium mot
kulturmedium (näringslösning) och efter ytterligare 24 timmars inkubering bestäms cellviabiliteten med
neutralröttupptag (NRU) i 3 timmar. Den relativa cellviabiliteten, uttryckt som en procentandel jämfört med
obehandlade negativa kontrollprov, beräknas för envar av de åtta testkoncentrationerna. Därefter uppskattas den
fototoxiska potentialen genom jämförelse av den koncentrationsrespons som erhålls i närvaro (+UV) och i
frånvaro (-UV) av strålning, i regel på nivån EC50, dvs. den koncentration som minskar cellviabiliteten med
50 % jämfört med de obehandlade kontrollproverna.

1.6 KVALITETSKRITERIER

Cellernas UVA-känslighet, historiska data:Cellerna skall regelbundet kontrolleras avseende UVA-känslighet.
Cellerna sås ut med samma täthet som i 3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro, bestrålas följande dag med
UVA-doser på 1–9 J/cm² och en dag senare bestäms cellernas viabilitet med NRU-metoden. Cellerna uppfyller
kvalitetskriterierna om deras viabilitet efter bestrålning med 5 J/cm2 UVA är minst 80 % av viabiliteten hos
obestrålade kontrollceller. Vid den högsta UVA-dosen på 9 J/cm2 bör viabiliteten vara minst 50 % av
viabiliteten hos obestrålade kontrollceller. Kontrollen bör upprepas cirka var tionde cellpassage.

Negativkontrollcellernas UVA-känslighet, aktuellt test: Testet uppfyller kvalitetskriterierna om +UVA-
försökets negativkontrollceller (celler i EBSS – Earl's Balanced Salt Solution) med eller utan 1 %
dimetylsulfoxid (DMSO) eller 1 % etanol (EtOH)) har en viabilitet som är minst 80 % av viabiliteten hos
obestrålade celler i likadan lösning i det parallella mörkerexperimentet (-UVA).

Negativkontrollcellernas viabilitet: Den absoluta optiska densiteten (OD540 NRU) uppmätt för
negativkontrollcellernas NR-extrakt indikerar om de 1×104 celler som har såtts ut per hål har vuxit med normal
dubbleringstid under de två dagar bestämningen pågår. Ett test uppfyller kriterierna för godkännande om
medelvärdet för OD540 NRUhos obehandlade kontrollceller är≥ 0,2.

Positivkontrollämne:Varje 3T3 NRU-fototoxicitetstestin vitro skall åtföljas av parallelltest av en känd
fototoxisk kemikalie. Vid EU/COLIPA-valideringsstudien användes klorpromazin (CPZ) som positivkontroll-
ämne och denna kemikalie kan därför rekommenderas. För CPZ som hade testats enligt standardprotokollet i
3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro definierades följande kriterier för godkännande:CPZ bestrålat (+UVA):
EC50= 0,1–2,0 µg/ml,CPZ obestrålat (-UVA): EC50 = 7,0–90,0 µg/ml. Fotoirritationsfaktorn (PIF), dvs.
brytpunkten för EC50, bör vara minst 6.

I stället för CPZ kan även andra kända fototoxiska kemikalier, lämpliga för den kemiska klass eller de
löslighetsegenskaper som gäller för testkemikalien, användas vid de parallella positivkontrollerna. I sådant fall
skall historiska data användas som hjälp för att definiera de värdeområden för EC50 och för PIF eller MPE som
används som kriterier för godkännande.

1.7 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.7.1 Förberedelser

1.7.1.1 Celler

För valideringsstudien användes en etablerad musfibroblastcellinje – Balb/c 3T3, klon 31 – antingen från
ATCC eller från ECACC, som därför kan rekommenderas. Andra celler eller cellinjer kan med framgång
användas med samma testprotokoll, förutsatt att odlingsbetingelserna anpassas till cellernas specifika behov.
Motsvarigheten måste demonstreras.

Cellerna skall regelbundet kontrolleras med avseende på mykoplasmaförorening och får endast användas när
resultatet från en sådan kontroll är godtagbart.



Eftersom cellernas UVA-känslighet kan öka med antalet passager skall Balb/c 3T3-celler med lägsta möjliga
passagenummer användas, helst under100. Det är viktigt att Balb/c 3T3-cellernasUVA-känslighet kontrolleras
enligt det kvalitetskontrollförfarande som beskrivs i dessa riktlinjer.

1.7.1.2 Media och odlingsbetingelser

Lämpliga näringslösningar och inkuberingsbetingelser bör användas för vanliga cellpassager och under
testförfarandet. Balb/c 3T3-celler DMEM-kompletteras med 10 % serum från nyfödd kalv, 4 mM glutamin,
penicillin och streptomycin samt inkubering i fuktig atmosfär vid 37°C och 7,5 % CO2. Det är särskilt viktigt
att man med cellodlingsbetingelserna kan säkerställa en cellcykeltid inom det normala historiska intervallet för
de celler eller den cellinje som används.

1.7.1.3 Beredning av kulturer

Celler från djupfrysta stamkulturer sås ut i näringslösningen i lämplig täthet och subkultiveras minst en gång
innan de används i 3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro.

För fototoxicitetstestet sås testcellerna ut i näringslösningen med sådan täthet att odlingarna inte växer samman
före avslutat test, dvs. när cellviabiliteten bestäms 48 timmar efter utsådden. För Balb/c 3T3-celler som odlas
på 96-hålsplattor rekommenderas tätheten 1×104 celler per hål.

För varje testkemikalie sås celler ut på samma sätt på två separata 96-hålsplattor som därefter parallellt används
genom hela testförfarandet under identiska odlingsförhållanden, med undantag av den tidsperiod då den ena
plattan bestrålas (+UVA/synligt ljus) och den andra hålls i mörker (-UVA/synligt ljus).

1.7.1.4 Metabolisk aktivering

Metaboliserande system är ett allmänt krav för allain vitro-test som används för förutsägelse av genotoxisk och
karcinogen potential, men när det gäller fototoxicitet känner man än så länge intetill någon kemikalie där
metabolisk omvandling krävs för att kemikalien skall fungera fototoxisktin vivo eller in vitro. Det är därför
varken nödvändigt eller vetenskapligt motiverat att det aktuella testet genomförs med ett system som har
metabolisk aktivering.

1.7.1.5 Testkemikalie – beredning

Testkemikalierna måste ha beretts omedelbart före användningen, om man inte med stöd av stabilitetsdata kan
visa att kemikalierna är lagringsbeständiga. Om det är sannolikt att kemikalien har hög sönderfallshastighet
under inverkan av ljus måste beredningen genomföras under rött ljus.

Testkemikalierna skall lösas upp i buffrade saltlösningar, t.ex. EBSS (Earl's Balanced Salt Solution) eller PBS
(fosfatbuffrad saltlösning). Saltlösningarna får inte innehålla proteinkomponenter eller ljusabsorberande pH-
indikatorfärger som kan störa bestrålningsresultatet.

Testkemikalier med begränsad vattenlöslighet skall lösas upp i lämpligt lösningsmedel i en koncentration som
är 100 gånger högre än den önskade och därefter spädas ut i förhållandet 1:100 med den buffrade saltlösningen.
Om lösningsmedel används måste detta förekomma i en konstant volymkoncentration på 1 % i alla odlingar,
dvs. både i de negativa kontrollerna och i alla koncentrationer av testkemikalien.

Som lösningsmedel rekommenderas dimetylsulfoxid (DMSO) och etanol (EtOH). Andra lösningsmedel med låg
cytotoxicitet (t.ex. aceton) kan vara lämpliga men måste utvärderas omsorgsfullt med avseende på specifika
egenskaper, t.ex. reaktionsbenägenhet med testkemikalien, dämpning av den fototoxiska verkan eller
benägenhet att fånga upp radikaler.

Vid behov kan man använda Vortex-blandning, ultraljudsbehandling eller uppvärmningtill 37°C för att
underlätta upplösningen.



1.7.1.6 UV-bestrålning – beredning

Ljuskälla: Lämplig ljuskälla i kombination med lämplig filtrering är den viktigaste faktorn vid testning av
fototoxicitet. I regel förknippas UVA och de synliga våglängdsområdena med fotosensibilisering (7)(10),
medan UVB har mindre relevans och är direkt mycket cytotoxisk – cytotoxiciteten ökar 1000-faldigt när
våglängden minskar från 313till 280 nm (11). Kriterierna för valet av lämplig ljuskälla bör inbegripa det
grundläggande kravet om att ljuskällan emitterar våglängder som absorberas av testkemikalien och att ljusdosen
(den dos som uppnås inom skälig tid) är tillräcklig för detektering av kända fotosensibilisatorer. Dessutom får
de våglängder och doser som används inte vara otillbörligt skadliga för testsystemet, vilket inbegriper
värmeemission (infraröda området).

Det optimala är att använda simulerat solljus från en solsimulator. I solsimulatorer används både
xenonbåglampor och (dopade) kvicksilver-metallhalidbåglampor. Fördelen med de senare är att de emitterar
mindre värme och är billigare, men ljusets likhet med solljus är inte perfekt. Alla solsimulatorer emitterar
betydande mängder UVB och bör därför förses med lämpliga filter för att dämpa de mycket cytotoxiska UVB-
våglängderna.

Det strålningsspektrum som används för 3T3 NRU-fototoxicitetstestin vitro måste vara praktiskt taget fritt från
UVB (UVA:UVB ~ 1:20). Man har offentliggjort ett exempel på den spektrala strålningsdistributionen från den
filtrerade solsimulator som användes i valideringsstudien för 3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro (3).

Dosimetri: Ljusets (strålningens) intensitet skall före varje fototoxicitetstest rutinmässigt kontrolleras med hjälp
av en bredbands UV-mätare. UV-mätaren måste ha kalibrerats mot källan och dess prestanda bör kontrolleras.
För detta ändamål rekommenderas användning av en referensmätare, dvs. en annan, identiskt kalibrerad UV-
mätare av samma typ. Helst skall man även då och då använda en spektroradiometer för att mäta den spektrala
strålningen från den filtrerade ljuskällan och för att kontrollera UV-mätarnas kalibrering. Användningen av
sådana instrument är dock mycket krävande och förutsätter tillbörligt utbildad personal.

I valideringsstudien konstaterades att en dos på 5 J/cm² (UVA) inte var cytotoxisk för Balb/c 3T3-celler men
ändå tillräckligt stark för att excitera även svagt fototoxiska kemikalier. För att uppnå 5 J/cm² inom en
tidsperiod på 50 minuter måste strålningen ställas in på 1,666 mW/cm². Om en annan cellinje eller en annan
ljuskälla används måste UVA-dosen eventuellt justeras i någon mån. Som kriterium skall då gälla att
strålningen inte får vara skadlig för cellerna men tillräcklig för detektering av vanliga fototoxiska ämnen. Tiden
för ljusexponeringen beräknas på följande sätt:

( ) ( )
( ) 60mW/cm²strålning

1000J/cm²gsdosbestrålnin
min

×
×=t (1 J = 1 Ws)

1.7.2 Försöksförhållanden

Testkemikaliens maximikoncentration får inte överskrida 100 µg/ml, eftersom alla fototoxiska kemikalier
detekterades vid lägre koncentrationer. Vid högre koncentrationer ökar återigen förekomsten av falska positiva
utslag (13). Den högsta koncentrationen av testkemikalien bör ha ett tillfredsställande pH-värde (pH-område:
6,5–7,8).

Koncentrationsområdena för en kemikalie som skall testas i närvaro (+UVA) respektive i frånvaro (-UVA) av
ljus skall först fastställas på lämpligt sätt i förberedande försök. Koncentrationsseriens område och intervall
skall justeras på sådant sätt att försöksdata ger tillräckligtunderlag för koncentrations-responskurvorna.
Koncentrationsserierna skall vara geometriska (dvs. ha konstant utspädningsfaktor).



1.7.3 Testförfarande1

1.7.3.1 Dag 1

Bered en cellsuspension på 1x105 celler/ml i näringslösning och dosera 100 µl ren näringslösning i de perifera
hålen av en 96-håls TC-mikroplatta (= blindprov). Dosera 100 µl cellsuspension med 1×105 celler/ml i de
återstående hålen (= 1×104 celler/hål). Det behövs två plattor per kemikalie: en för bestämning av cytotoxicitet
(-UVA) och en för bestämning av fotocytotoxicitet (+UVA).

Inkubera cellerna i 24 timmar (7,5 % CO2, 37ºC) för att få bildning av halvkonfluent monolayer. Denna
inkuberingsperiod är tillräcklig för cellernas återhämtning och vidhäftning samt exponentiell tillväxt.

1.7.3.2 Dag 2

Dekantera näringslösningen från cellerna efter inkuberingen och tvätta två gånger med 150 µl EBSS/PBS per
hål. Tillsätt 100 µl EBSS/PBS som innehåller lämplig koncentration av testkemikalien eller rent lösningsmedel
(negativ kontroll). Använd 8 olika koncentrationer av testkemikalien. Inkubera cellerna med testkemikalie i
mörker i 60 minuter (7,5 % CO2, 37ºC).

Utför bestämningens +UVA-del genom att bestråla cellerna vid rumstemperatur i 50 minuter genom 96-
hålsplattans lock med 1,7 mW/cm² UVA (= 5 J/cm²). Ventilera med en fläkt för att förebygga kondensbildning
under locket. Håll parallellplattorna (-UVA) vid rumstemperatur i en mörk låda i 50 minuter (= UVA-
exponeringstiden).

Dekantera testlösningen och tvätta två gånger med 150 µl EBSS/PBS. Ersätt EBSS/PBS med näringslösning
och inkubera (7,5 % CO2, 37°C) över natten (18–22 timmar).

1.7.3.3 Dag 3

Utvärdering med mikroskop

Undersök cellerna i faskontrastmikroskop. Notera alla ändringar i cellernas morfologi till följd av cytologiska
verkningar av testkemikalien. Denna undersökning rekommenderas som kontroll i syfte att utesluta
experimentella fel men resultatet används inte för utvärdering av cytotoxicitet eller fototoxicitet.

Test med upptagning av neutralrött

Tvätta cellerna med 150 µl föruppvärmd EBSS/PBS. Avlägsna tvättlösningen genom att klappa försiktigt.
Tillsätt 100 µl NR-medium och inkubera vid 37°C, i fuktig atmosfär med 7,5 % CO2 i 3 timmar.

Avlägsna NR-mediet efter inkuberingen och tvätta cellerna med 150 µl EBSS/PBS. Dekantera och absorbera
EBSS/PBS helt och hållet. (Alternativt: centrifugera omvänd platta.)

Tillsätt exakt 150 µl NR-desorptionslösning (färsk lösning av etanol och ättiksyra).

Skaka plattan snabbt i en skakmaskin i 10 minuter för att extrahera NR ur cellerna och få ett homogent NR-
extrakt.

Mät NR-extraktets optiska densitet vid 540 nm i en spektrofotometer och använd blindproven som referens.
Spara data i lämpligt filformat (t.ex. ASCII) för efterföljande analys.

1 Närmare detaljer finns i hänvisning (12).



2 DATA

2.1 KVALITET OCH KVANTITET HOS DATA

Erhållna data bör ge möjlighet till meningsfull analys av den koncentrationsberoende respons som konstaterats i
närvaro och i frånvaro av bestrålning med UVA/synligt ljus. Om cytotoxicitet detekteras skall både
koncentrationsområdet och intervallet för enskilda koncentrationer anpassas så att försöksdata kan
sammanställas till en kurva. Eftersom en testkemikalie kan vara icke-cytotoxisk upp till den definierade
gränskoncentrationen på 100 µg/ml i mörkerförsöket (-UVA) men mycket cytotoxisk när den bestrålas
(+UVA), måste man eventuellt använda koncentrationsområden av olika storleksordningar för de två delarna av
försöket i syfte att få adekvat kvalitet på data. Om kemikalien inte uppvisar cytotoxicitet i någondera
försöksdelen (-UVA och +UVA) är det tillräckligt att testa med stort intervall mellan enskilda doser upp till den
högsta koncentrationen.

Klart positiva resultat behöver inte verifieras genom upprepade försök. Dessutom behöver klart negativa
resultat inte verifieras förutsatt att testkemikalien har testats vid tillräckligt höga koncentrationer. I sådana fall
är det tillräckligt med ett huvudförsök som stöds av ett eller flera preliminära försök för bestämning av område.

Om man får testresultat som kommer nära förutsägbarhetsmodellens gräns måste resultaten verifieras genom
upprepat test.

Om upprepat test behövs kan det vara viktigt att variera försöksförhållandena för att få ett tydligt resultat. En
nyckelvariabel är då beredningen av testkemikalielösningarna. Därför kan variationer i beredningen
(hjälplösningsmedel, sönderdelning, ultraljudsbehandling) ha mycket stor relevans vid en upprepning.
Alternativt kan man överväga variation av inkuberingstiden före bestrålningen. En kortare bestrålningstid kan
ha betydelse när det gäller kemikalier som inte är stabila i vatten.

2.2 HANTERING AV RESULTATEN

När detta är möjligt fastställs den koncentration av testkemikalien som motsvarar en minskning på 50 % av
cellernas NR-upptag (EC50). Detta kan genomföras med hjälp av valfri icke-linjär regressionsprocedur (helst en
Hill-funktion eller logistisk regressionsanalys) för koncentrations-responsdata, eller med hjälp av andra
anpassningsprocedurer (14). Innan ett EC50-värde används för ytterligare beräkningar skall anpassningens
kvalitet kontrolleras på tillbörligt sätt. Alternativt kan man använda grafiska anpassningsmetoder för beräkning
av EC50. I sådant fall rekommenderas användning av sannolikhetspapper (x-skala: log, y-skala: probit) eftersom
funktionen för koncentrationsrespons efter denna omvandling i många fall blir nästan linjär.

2.3 UTVÄRDERING AV RESULTATEN (FÖRUTSÄGBARHETSMODELLER)

2.3.1 Förutsägbarhetsmodell version 1: Fotoirritationsfaktor (PIF)

Om man som resultat får fullständiga koncentrations-responskurvor både i närvaro (+UVA) och i frånvaro
(-UVA) av ljus, kan en fotoirritationsfaktor (PIF) beräknas med hjälp av följande formel:
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En PIF-faktor under 5 tyder på att kemikalien inte har fototoxisk potential, medan en PIF-faktor≥ 5 tyder på
fototoxisk potential.

Om en kemikalie endast är cytotoxisk när den testas med +UVA men inte är cytotoxisk när den testas med
-UVA kan PIF inte beräknas, även om detta är ett resultat som tyder på fototoxisk potential. I ett sådant fall kan
man beräkna ett ”> PIF”-värde om (-UV)-cytotoxicitetstestet genomförs upp till den högsta testkoncentrationen
(Cmax) och detta värde används för beräkning av ”> PIF”:
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Om endast ”> PIF” kan erhållas tyder varje värde större än 1 på fototoxisk potential.



Om varken EC50 (-UV) eller EC50 (+UV) kan beräknas på grund av att en kemikalie inte uppvisar någon
cytotoxicitet upp till den högsta testkoncentrationen, tyder detta på avsaknad av fototoxisk potential. I sådana
fall används ett formellt värde ”PIF = *1” för att karakterisera resultatet:
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Om endast ”PIF = *1” kan erhållas tyder detta på avsaknad av fototoxisk potential.

I fall (b) och fall (c) skall resultaten från 3T3 NRU-fototoxicitetstestetin vitro omsorgsfullt beaktas vid
förutsägelse av den fototoxiska potentialen.

2.3.2 Förutsägbarhetsmodell version 2: MPE (Mean-Photo-Effect)

Alternativt kan en ny version av modellen för förutsägbarhet av den fototoxiska potentialen tillämpas. Denna
nya version har tagits fram med hjälp av data från EU/COLIPA-valideringsstudien (15) och har testats under
blindförhållanden i en efterföljande studie omin vitro-fototoxiciteten hos UV-filterkemikalier (13). Med stöd
av denna modell kan man överkomma PIF-modellens begränsningar i fall där EC50 inte kan erhållas. Modellen
stöder sig på MPE, ett mått som grundar sig på jämförelse av de fullständiga koncentrations-responskurvorna.
MPE-modellen tillämpas med hjälp av ett datorprogram som har utvecklats speciellt för ändamålet vid
Humboldt-universitetet (Berlin, Tyskland) och som kan rekvireras kostnadsfritt.

2.4 TOLKNING AV RESULTATEN

Ett positivt resultat i 3T3 NRU-fototoxicitetstestin vitro (PIF ≥ 5 eller MPE≥ 0,1) indikerar att testämnet har
fototoxisk potential. Om resultatet fås med koncentrationer under 10 µg/ml är det sannolikt att testkemikalien
också fungerar som fototoxin under olika exponeringsförhållandenin vivo. Om positivt resultat endast fås med
den högsta testkoncentrationen på 100 µg/ml kan det vara nödvändigt med ytterligare överväganden för
bedömningen av risk eller fototoxisk potential. Sådana kan inbegripa data om penetrering, absorption och
möjlig ackumulering av kemikalien ihuden, eller testning av kemikalien i ett bekräftande alternativt test, t.ex.
med modell av human hudin vitro.

Ett negativt resultat från 3T3 NRU-fototoxicitetstestin vitro (PIF < 5 eller MPE < 0,1) indikerar att testämnet
under gällande förhållanden inte är fototoxiskt för de odlade däggdjurscellerna. I fall där kemikalien kan testas
upp till den högsta koncentrationen på 100 µg/ml indikerar ett negativt resultat att kemikalien saknar fototoxisk
potential och att fototoxicitetin vivo kan anses osannolik. I fall där identisk koncentrations-toxicitetsrespons
(EC50+UV och EC50-UV) fås vid lägre koncentrationer skall data tolkas på samma sätt. Om däremot ingen
fototoxicitet kan påvisas (+UV och -UV) och om begränsad vattenlöslighet medför att man inte kan få
koncentrationer på över 100 µg/ml, måste testämnets lämplighet för bestämningen ifrågasättas och bekräftande
testning bör övervägas (t.ex. med modell av human hudin vitro, hudmodellex vivoeller in vivo-test).

3 RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla följande uppgifter:

Testkemikalie:
− identifieringsdata och CAS-nr (i mån av tillgänglighet)
− fysikalisk form och renhetsgrad
− fysikalisk-kemiska egenskaper av betydelse för studien
− stabilitet och fotostabilitet (i mån av tillgänglighet)

Lösningsmedel:
− motivering för valet av lösningsmedel
− testkemikaliens löslighet i det valda lösningsmedlet
− procenthalten lösningsmedel i behandlingsmediet (EBSS eller PBS)



Celler:
− typ av celler och deras källa
− frånvaron av mykoplasma
− antalet cellpassager (i mån av tillgänglighet)
− cellernas UVA-känslighet, bestämd med den bestrålningsutrustning som använts för 3T3 NRU-

fototoxicitetstestin vitro

Försöksförhållanden (a);inkubering före och efter behandlingen:
− näringslösningens (kulturmediets) typ och sammansättning
− inkuberingsförhållanden (CO2-koncentration, temperatur, fuktighet)
− inkuberingens varaktighet (förbehandling, efterbehandling)

Försöksförhållanden (b);behandling med kemikalien:
− motivering för valet av de koncentrationer av testkemikalien som använts i närvaro och i frånvaro av

bestrålning med UV/synligt ljus
− om testkemikalien är begränsat löslig och om cytotoxicitet inte föreligger, motivering för den högsta

koncentration som testats
− typ av och sammansättning hos behandlingsmediet (buffrad saltlösning)
− kemikaliebehandlingens varaktighet

Försöksförhållanden (c);bestrålning:
− motivering för valet av den ljuskälla som använts
− ljuskällans spektrala strålningsegenskaper
− transmissions- och absorptionsegenskaper hos filter som använts
− radiometerns egenskaper och närmare uppgifter om kalibreringen
− avstånd mellan ljuskälla och testsystem
− UVA-bestrålning på detta avstånd, uttryckt i mW/cm²
− varaktigheten hos bestrålningen med UV/synligt ljus
− UVA-dos (bestrålning× tid), uttryckt i J/cm²
− temperatur som använts för cellodlingarna under bestrålningen och för cellodlingar som parallellt hållits i

mörker

Försöksförhållanden (d);NRU-test
− sammansättning hos NR-mediet
− NR-inkuberingens varaktighet
− inkuberingsförhållanden (CO2-koncentration, temperatur, fuktighet)
− NR-extraktionsbetingelser (extraktionsmedel, varaktighet)
− våglängd som använts för spektrofotometrisk avläsning av optisk densitet för NR
− annan våglängd (referens), om sådan har använts
− spektrofotometerblindprovets innehåll, om blindprov har använts

Resultat
− cellviabilitet som erhållits vid varje koncentration av testkemikalien, uttryckt som genomsnittlig procentuell

andel jämfört med kontrollernas viabilitet
− koncentrations-responskurvor (testkemikaliekoncentration i förhållande till relativ cellviabilitet), som

erhållits i parallella försök med +UVA och -UVA
− dataanalys av koncentrations-responskurvorna: om möjligt beräkning av EC50 (+UVA) och EC50 (-UVA)
− jämförelse av de två koncentrations-responskurvorna som erhållits i närvaro och i frånvaro av bestrålning

med UVA/synligt ljus, antingen genom beräkning av PIF eller genom beräkning av MPE
− klassificering av fototoxisk potential
− kriterier för godkännande av testet (a),parallell negativkontroll:

– absolut viabilitet (optisk densitet hos NR-extrakt) hos bestrålade och obestrålade celler
– historiska data för negativkontroll, medelvärde och standardavvikelse

− kriterier för godkännande av test (b),parallell positivkontroll:
– EC50(+UVA) och EC50(-UVA) och PIF för positivkontrollkemikalie
– historiska data för positivkontrollkemikalie: EC50(+UVA) och EC50(-UVA) och PIF, medelvärde och
standardavvikelse

Diskussion av resultaten

Slutsatser
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BILAGA 1

Rollen hos 3T3 NRU-fototoxicitetstest i en sekventiell metod för testning av kemikaliers fototoxicitet
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C.13 BIOKONCENTRATION: GENOMFLÖDESPROVNING MED FISK

1. METOD

Denna biokoncentrationsmetod är en kopia av OECD TG 305 (1996).

1.1 INLEDNING

Denna metod beskriver en procedur för karakterisering av potentialen för biokoncentration av ämnen i fisk vid
genomflöde. Även om genomflödesprov är att föredra, kan halvstatiska metoder tillåtas, förutsatt att
giltighetskriterierna uppfylls.

Metoden ger tillräckliga upplysningar för genomförandet av provet, samtidigt som den ger lämplig frihet för
experimentell utformning av förhållandena i vissa laboratorier och varierande karakteristik för de undersökta
ämnena. Metoden gäller framför allt för stabila organiska kemikalier med värden på log Pow mellan 1,5 och 6,0
(1) men kan även gälla för superlipofila ämnen (med log Pow större än 6,0). Förbedömningen av
biokoncentrationsfaktorn (BCF), ibland benämnd KB, för sådana superlipofila ämnen kommer sannolikt att vara
högre än den biokoncentrationsfaktor vid stabilt tillstånd (BCFss) som kan förväntas fås vid
laboratorieexperiment. Uppskattningar av biokoncentrationsfaktorn för organiska kemikalier med värden för
log Pow upp till ungefär 9,0 kan fås med Bintein-ekvationen vid al (2). De parametrar som karakteriserar
biokoncentrationspotentialen inkluderar upptagningskonstanten (k1), utsöndringskonstanten (k2) och BCFss.

Radioaktiv märkning av de ämnen som skall undersökas kan underlätta analysen av vatten- och fiskprover och
kan användas för att fastställa huruvida degraderingsidentifiering och kvantifiering skall göras. Om den totala
radioaktiva resten mäts (t ex genom förbränning eller vävnadsupplösning), grundas BCF på huvudblandningen,
eventuella kvarvarande metaboliter och assimilerat kol. BCF-värden grundade på de totala radioaktiva resterna
kan därför inte jämföras direkt med ett BCF från specifika kemiska analyser av enbart huvudblandningen.

Rengöringsprocedurer kan användas i undersökningar där radioaktiv märkning förekommer, för fastställande av
BCF grundat på huvudblandningen, och de större metaboliterna kan vid behov karakteriseras. Det är också
möjligt att kombinera en fiskmetabolismstudie med en biokoncentrationsstudie genom analys och identifiering
av vävnadsrester.

1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER

Biokoncentrationen/bioackumulationenär ökningen av koncentrationen av det undersökta ämnet i eller på en
organism (specificerad vävnad därav) i förhållande till koncentrationen av detundersökta ämnet i omgivande
medium.

Biokoncentrationsfaktorn (BCF eller KA) vid varje tidpunkt under upptagningsfasen av ackumulationsprovet
är det undersökta ämnets koncentration i/på fisken eller den specificerade vävnaden därav (Cf somµg/g (ppm)),
dividerat med det kemiska ämnets koncentration i omgivande medium (Cw somµg/ml (ppm)).

Den stabila biokoncentrationsfaktorn (BCFss eller KA) genomgår ingen väsentlig förändringunder en längre
tidsperiod, om koncentrationen av det undersökta ämnet i omgivande medium är konstant under denna
tidsperiod.

Platån eller stabiliteten nås när mängden undersökt ämne i fisk (Cf) i den tidpunkt där kurvan blir parallell
med tidsaxeln och tre på varandra följande Cf -analyser, på prover tagna med intervaller på minst två dagar,
ligger inom ± 20% på de tre proverna och det inte är några betydande skillnader mellan de tre
provningsperioderna. När kombinerade prover analyseras krävs minst fyra på varandra följande analyser. När
de undersökta ämnena tas upp långsamt bör provtagningsintervallerna vara sju dagar.



Biokoncentrationsfaktor som beräknas direkt från förhållandet mellan kinetiska konstanter (k1/k2) kallas
kinetisk koncentrationsfaktor, BCFK.

Fördelningskoefficienten oktanol/vatten(Pow) är förhållandet då det kemiska ämnet lösbarhet i n-oktanol och
vatten når balans (metod A.8), också uttryckt som Kow. Logaritmen för Pow används som en indikering på det
kemiska ämnets potential för biokoncentration i vattenorganismer.

Exponerings- eller upptagningsfasenär den tid under vilken fisken exponeras för det undersökta ämnet.

Konstanten för upptagningsförhållandet (k1) är det numeriska värde som definierar ökningshastigheten av
koncentrationen av det undersökta ämnet i/på den undersökta fisken eller specificerad vävnad därav, när fisken
exponeras för nämnda kemiska ämne (k1 uttrycks som dag-1).

Efterexponerings- eller utsöndringsfasen (förlustfasen)är den period, efter det att den undersökta fisken
flyttats från ett medium innehållande det undersökta ämnettill ett medium fritt från detta ämne,under vilken
utsöndringen (eller nettoförlusten) av det aktuella ämnet från den undersökta fisken eller specificerad vävnad
därav studeras.

Utsöndringskonstanten (förlustkonstanten) (k2) är det numeriska värdet för minskningshastigheten av
koncentrationen av det undersökta ämnet i den undersökta fisken eller i specificerad vävnad därav, efter
överföring av den undersökta fisken från ett medium innehållande det undersökta ämnettill ett medium fritt från
detta ämne (k2 uttrycks som dag-1).

1.3 PROVNINGSMETODEN

Provet består av två faser: exponerings-(upptagnings-) och efterexponerings-(utsöndrings-)fasen. Under
upptagningsfasen exponeras separata grupper av en fiskart för minst två koncentrationer av det undersökta
ämnet. Fiskarna överförs därefter till ett medium fritt från detundersökta ämnet för utsöndringsfasen.
Utsöndringsfas krävs alltid med mindre ämnesupptagningenunder upptagningsfasen varit obetydlig, t ex om
BCF är mindre än 10. Koncentrationen av det undersökta ämnet i/på fisken eller specificerad vävnad därav skall
följas under de bägge provningsfaserna. Utöver de två provningskoncentrationerna skall en kontrollgrupp fiskar
hållas under identiska förhållanden, förutom frånvaron av det undersökta ämnet, för att kunna jämföra
eventuella negativa effekter i biokoncentrationsprovet mot en jämförbar kontrollgrupp och för att få
bakgrundskoncentrationen av det undersökta ämnet.

Upptagningsfasen sträcker sig över 28 dagar, med mindre det kan visas att balans nås tidigare. Beräkning av
upptagningsfasens längd fram till stabilitet kan göras med den ekvation som visas i bilaga 3.
Utsöndringsperioden inleds därmed genom överföring av fisken till samma medium, men utan detundersökta
ämnet, i ett annat rent kärl. När så är möjligt skall biokoncentrationsfaktorn beräknas helst både som
koncentrationsförhållandet (BCFss) i fisken (Cf) och i vattnet (Cw) vid uppenbar stabilitet och som en kinetisk
biokoncentrationsfaktor, BCFK, som förhållandet mellan konstanterna för upptagningshastigheten (k1) och
utsöndringen (k2), varvid första ordningens kinetik skall förutsättas. Om första ordningens kinetik
uppenbarligen inte följs, skall mer komplexa modeller tillämpas (se bilaga 5).

Om stabilitet inte uppnås inom 28 dagar skall upptagningsfasen förlängas tills stabilitet nås eller till 60 dagar,
beroende på vilket som inträffar först, varefter utsöndringsfasen påbörjas.

Konstanten för upptagningshastigheten, konstanten för utsöndringshastigheten (eller konstanterna om mer
komplexa modeller används), biokoncentrationsfaktorn och när så är möjligt tillförlitlighetsgränserna för var
och en av dessa parametrar beräknas med den modell som bäst beskriver den uppmätta koncentrationen av det
undersökta ämnet i fisken och vattnet.

BCF uttrycks som en funktion av fiskens totala, våta vikt. I specialfall kan emellertid specificerade vävnader
eller organ, som t ex muskler, lever osv, användas, om fisken är tillräckligt stor eller den kan delas upp i ätbara
(filé) och icke ätbara (inälvor) delar. Eftersom det för många organiska ämnen föreligger ett klart samband
mellan potentialen för biokoncentrationen och fettupptagningsförmågan, finns det också ett motsvarande
förhållande för fettinnehållet i den undersökta fisken och den observerade biokoncentrationen av sådana ämnen.
För att minska denna källa till variationer i provningsresultaten för ämnen med hög fettupptagningsförmåga,
dvs med log Pow>3, bör därför biokoncentrationen uttryckas i förhållande till fettinnehållet förutom i
förhållande till hela kroppsvikten.



Fettinnehållet skall fastställas för samma biologiska materia som används för fastställande av koncentrationen
av det undersökta ämnet om så är genomförbart.

1.4 INFORMATION OM DET UNDERSÖKTA ÄMNET

Innan biokoncentrationsprovet utförs skall följande information om det undersökta ämnet finnastillgänglig:

a) lösningsbarhet i vatten

b) uppdelningskoefficienten Pow för oktanol/vatten (också betecknad Kow, fastställd med HPLC-metod i A.8)

c) hydrolys

d) ljusöverföring i vatten fastställd vid solbestrålning eller simulerad solstrålning och under de
strålningsförhållanden som gäller för undersökningen av biokoncentrationen (3)

e) ytspänning, dvs för ämnen där log Pow inte kan fastställas

f) ångtryck

g) biologisk nedbrytbarhet (när så är tillämpligt)

Annan information som krävs är giftigheten för de fiskarter som skall användas under provet, företrädesvis det
asymptotiska LC50, dvs tidsoberoende. Det måste finnas lämplig analysmetod med känd noggrannhet, precision
och känslighet för fastställande av mängden undersökt ämne i provlösningar och biologisk materia,tillsammans
med uppgifter om beredning och förvaring av proverna. Den analytiska detektionsgränsen för det undersökta
ämnet skall också vara känd för både vatten och fiskvävnad. När14C-märkta ämnen används skall
procentandelen radioaktivitet kopplad till föroreningar vara känd.

1.5 PROVETS GILTIGHET

Följande omständighet skall vara uppfyllda för att provet skall vara giltigt:

- Temperaturvariationen skall vara mindre än± 2oC.

- Koncentrationen av löst syre får inte falla under en mättnad på 60%.

- Koncentrationen av det undersökta ämnet i kärlen skall hållas inom± 20% av det medelvärde som mäts
under upptagningsfasen.

- Dödligheten eller andra negativa effekter/sjukdomar i både kontroll- och behandlingsgrupp skall vara
mindre än 10% vid slutet av försöket. Om försöket förlängs över flera veckor eller månader skall
dödligheten eller andra negativa effekter i bägge fiskgrupperna vara mindre än 5% per månad och får
inte överstiga 30% totalt.

1.6 REFERENSBLANDNINGAR

Användning av referensblandningar med känd biokoncentrationspotential kan vara lämpligt vid kontroll av
experimentförfarandet när så krävs. Specifika ämnen kan emellertid ännu inte rekommenderas.

1.7 BESKRIVNING AV PROVNINGSMETODEN

1.7.1 Apparater

Material som kan lösas upp, absorberas eller läcka och som har negativ effekt på fisken skall nogsamt undvikas
i alla delar av utrustningen. Vanliga rektangulära eller cylindriska tankar,tillverkade av kemiskt beständigt
material och med lämplig kapacitet vad gäller fyllningshastigheten skall användas. Användning av mjuka
plaströr bör minimeras. Helst bör rör av teflon ®, rostfritt stål och/eller glas användas. Erfarenheten visar att
kiselglas kan krävas för ämnen med hög absorptionskoefficient, som t ex syntetiska pyretroider. I dessa fall
skall utrustningen slängas efter användningen.



1.7.2 Vatten

Naturligt vatten används vanligtvis vid undersökningen och bör tas från en oförorenad källa med jämn kvalitet.
Lösningsvattnet måste hålla en kvalitet som möjliggör överlevnad för valda fiskarterunder acklimatiserings-
och provningsperioderna, utan att fiskarna uppvisar onormala förändringar eller beteende. I idealfallet skall det
kunna visas att de arter som används kan överleva, växa och reproducera sig i vattenlösningen, t ex vid
laboratorieodling eller en giftundersökning under livscykeln. Vattnet skall bestämmas avseende pH, hårdhet,
partikelförekomst, total mängd organiskt kol och helst även ammonium, nitrit och alkalitet, samt för
havslevande arter även salthalt. De parametrar som är viktiga för fiskens optimala välstånd är fullt ut kända,
men i bilaga 1 anges rekommenderade maximala koncentrationer för ett antal parametrar för söt- och
havsvattenprover.

Vattnet skall hålla jämn kvalitetunder hela undersökningen. PH-värdet skall ligga mellan 6,0 och 8,5, men
under pågående provning skall det ligga inom± 0.5 enheter. För att säkerställa att vattnet inte påverkar
undersökningsresultatet på oönskat sätt, t ex genom förändring av det undersökta ämnet, eller negativt påverkar
fiskbeståndets förutsättningar, skall prover tas med jämna mellanrum för analys. Tungmetaller, t ex Cu, Pb, Zn,
Hg, Cd, Ni, viktigare an- och katjoner, t ex Ca, Mg, Na, K, Cl, SO4, bekämpningsmedel, t ex medel som helt
består av organisk fosfor eller organiska kloriner, totala mängden organiskt kol och utfällda fasta partiklar skall
göras t ex var tredje månad när vattenlösningen är känd för att hålla en relativt jämn kvalitet. Om
vattenkvaliteten har visat sig vara jämnunder minst ett år kan dessa kontroller göras mer sällan och
intervallerna utökas, till t ex var sjätte månad.

Den naturliga partikelinnehållet samt den totala mängden organiskt kol (TOC) i vattenlösningen skall vara så
låg som möjligt förundvikande av absorbtion av det undersökta ämnet i organisk materia, vilket skulle kunna
minska dess biotillgänglighet (4). Det maximalt acceptabla värdet är 5 mg/l för partiklar (torr materia som inte
passerar ett filter på 0,45µm och 2 mg/l för helorganiskt kol (se bilaga 1). Vattnet skall vid behov filtreras före
användning. Bidragettill innehållet av organiskt kol i vattnet (exkrementer) från fisk och foderrester skall vara
så litet som möjligt. Koncentrationen av organiskt kol i provningskärlet skallunder undersökningen inte
överstiga den koncentration av organiskt kol som härrör från det undersökta ämnet och om sådan används, från
lösningsagenten med mer än 10 mg/l (± 20%).

1.7.3 Provlösningar

Det undersökta ämnet skall lösas upp vid lämplig koncentration för förvaring. Förrådslösningen skall helst
beredas genom att det undersökta ämnet helt enkelt blandas eller rörs i vattenlösningen. Användningen av
lösningsmedel eller dispersanter (lösningsagenter) rekommenderas inte. Det kan emellertid i vissa fall vara
nödvändigt för att få en lämpligt koncentrerad förrådslösning. Lösningsmedel som kan användas är etanol,
metanol, etylenglykolmonometyleter, etylenglykoldimetyleter, dimetylformamid och trietylenglykol.
Dispersanter som kan användas är kremofor RH40, Tween 80, metylcellulosa på 0,01% och HCO-40.
Försiktighet skall iakttas vid användning av lätt biologiskt nedbrytbara agenter, eftersom dess kan förorsaka
problem med bakterietillväxt vid genomflödesprovning. Detundersökta ämnet kan vara radioaktivt märkt och
skall hålla högsta renhet, företrädesvis >98%.

Vid genomflödesprovet krävs ett system som kontinuerligt släpper ut och löser upp förrådslösningen av det
undersökta ämnet, t ex med mätpump, proportionalitetslösningssystem, för att leverera
provningskoncentrationerna till provningskärlen. Helst skall minst fem volymsombyten per dag göras i
provningskärlen. Genomflödessystemet är att föredra, men när detta inte är genomförbart, t ex om den
undersökta organismen påverkas negativt därav, kan en halvstatisk teknik användas, förutsatt att
giltighetskriterierna uppfylls. Förrådslösningens och lösningsvattnets flöden skall kontrolleras både 48 timmar
före och minst en gång dagligen under pågående provning. Denna kontroll skall omfatta fastställande av
flödeshastigheten genom varje provningskammare, samt skall den garantera att flödeshastigheten inte varierar
med mer än 20% inom eller mellan kärlen.

1.7.4 Val av arter

Viktiga kriterier vid val av arter är att de skall finnas enkelt tillgängliga, kan skaffas i lämpliga storlekar och
kan hållas på ett tillfredsställande sätt i laboratoriemiljö. Andra kriterier vid val av fiskart är betydelsen för
rekreation, handel och ekologi samt jämförbar känslighet, tidigare framgångsrik användning osv.



Rekommenderade provarter anges i bilaga 2. Andra arter kan användas, men provningsförfarandet kan då
behöva anpassas för att ge lämpliga provningsförhållanden. Underlaget för val av art och experimentmetod
skall i detta fall rapporteras.

1.7.5 Hållande av fisk

Fiskbeståndet skall acklimatiseras under minst två veckor i vatten med provningstemperaturen och hela tiden
matas med tillräcklig diet av samma typ som skall användasunder provet.

Efter en anpassningsperiod på 48 timmar skall dödligheten registreras och följande kriterier tillämpas:

- större dödlighet än 10% av beståndet under sju dagar - fiskbeståndet skall inte användas

- dödlighet på mellan 5 och 10% av beståndet på sju dagar - beståndet skall acklimatiseras under
ytterligare sju dagar

- dödlighet på mindre än 5% av beståndet under sju dagar -acceptera beståndet, om mer än 5% av
beståndet dött under den andra sjudagarsperioden skall hela beståndet avlägsnas.

Kontrollera att fisk som använts vid undersökningen inte har några synliga sjukdomar eller abnormaliteter.
Bortskaffa eventuell sjuk fisk. Fisken skall inte behandlas mot sjukdomen under de två närmast på
undersökningen följande veckorna.

1.8 FÖRFARANDE VID UNDERSÖKNINGEN

1.8.1 Preliminärt prov

Det kan vara lämpligt att göra ett preliminärt experiment för att optimera provningsförhållandena för den
slutgiltiga provningen, t ex val av koncentration för detundersökta ämnet och längd på upptagnings- och
utsöndringsfaserna.

1.8.2 Exponeringsförhållanden

1.8.2.1 Upptagningsfasens längd

Upptagningsfasens längd kan bedömas utifrån praktiska erfarenheter, t ex från tidigare undersökning eller en
ackumulationsrelaterad kemikalie, eller från vissa empiriska förhållanden tillsammans med kunskap om
antingen det undersökta ämnets vattenlöslighet eller partitionskoeffecient i oktanol/vatten (se bilaga 3).

Upptagningsfasen skall vara 28 dagar, med mindre det kan visas att balans nås tidigare. Om stabilitet inte nåtts
inom 28 dagar, skall upptagningsfasen förlängas med ytterligare mätningar, tills stabilitet nås eller 60 dagar, om
detta inträffar först.

1.8.2.2 Utsöndringsfasens varaktighet

En period motsvarande halva upptagningsfasen är normalt tillräcklig för att få tillräcklig minskning, t ex 95%,
av det undersökta ämnet i fiskkroppen (se bilaga 3 för förklaring av bedömningen). Om den tid som krävs för
att få en 95-procentig minskning blir orimligt lång, dvs att den överskrider dubbla normala varaktigheten för
upptagningsfasen, dvs mer än 56 dagar, kan en kortare period användas, dvs tills koncentrationen av det
undersökta ämnet är mindre än 10% av koncentrationen vid stabilitet. För ämnen med ett mer komplext mönster
för upptagning och utsöndring än det som representeras av en enstaka fiskmodell med första ordningens kinetik,
krävs emellertid utsöndringsfas för fastställande av utsöndringshastigheten. Periodens längd bör emellertid
styras utifrån längden på den period som koncentrationen av det undersökta ämnet i fisken ligger kvar över
analytiskt mätbar gräns.

1.8.2.3 Antal fiskar

Välj antalet fiskar per undersökt koncentration på ett sådant sätt att minst fyra fiskar per prov finnstillgängliga
för varje provtagning. Om större statistisk noggrannhet krävs, behövs fler fiskar per prov.



Om vuxna fiskar användas skall det i rapporten anges huruvida han- eller honfiskar eller bägge sorter använts
vid experimentet. Om bägge könen används skall skillnader avseende fettinnehåll mellan könen visas vara utan
betydelse innan exponeringen påbörjas. Det kan vara nödvändigt att hålla han- och honfiskar var för sig.

Vid denna typ av undersökningar skall fiskar med jämn vikt alltid väljas, på ett sådant sätt att den minsta fisken
inte väger mindre än 2/3 av vad den största väger. Samtliga fiskar skall vara från samma årskull och från
samma källa. Eftersom fiskens vikt och ålder ibland förefaller ha stor betydelse för BCF-värdena (1), skall
dessa uppgifter registreras korrekt. Det rekommenderas att delar av fiskbeståndet vägs före undersökningen, för
fastställande av medelvikten.

1.8.2.4 Fisktäthet

En hög fisktäthet används för att minimera minskningen av Cw p.g.a. tillförsel av fiskar vidundersökningens
början samt för att undvika en ökning av koncentrationen upplöst syre. Det är viktigt att fisktätheten är
anpassad för den art som används. En täthet på 0,1-1,0 g fisk (våt vikt) per liter vatten och dag rekommenderas
normalt. Hög täthet kan användas om det visar sig att önskad koncentration av det undersökta ämnet kan
upprätthållas inom± 20% och att koncentrationen av upplöst syre inte faller under 60% mättnad.

Vid val av lämpliga system skall hänsyn tas till fiskartens normala beteende. Bottenlevande fisk kan således
kräva en större bottenyta i ett akvarium för en viss vattenvolym i förhållande till ytlevande fiskarter.

1.8.2.5 Utfodring

Under acklimatiserings- och provningsperioderna skall fisken utfodras med lämplig diet med känd fetthalt och
totalt proteininnehåll, i sådan utsträckning att de hålls friska och behåller kroppsvikten. Fisken skall under
acklimatiserings- och provningsperioderna utfodras med ungefär 1-2% av kroppsvikten per dag. Detta håller
fetthalten relativt konstant i de flesta fiskarter under provet. Fodermängden skall räknas om, t ex en gång per
vecka, för att upprätthålla jämn kroppsvikt och fetthalt. Vid denna beräkning kan fiskens vikt i respektive
provningskammare bedömas utifrån vikten på den fisk som senast tagits som prov från respektive kammare.
Väg inte den fisk som lämnas kvar i kammaren.

Kvarvarande foder och exkrementer skall sugas ut från provningskammaren kort efter utfodringen (30 minuter
till 1 timma). Kärlen skall hållas så rena som möjligtunder provningen, så att koncentrationen av organisk
materia hålls så låg som möjligt, eftersom förekomst av organisk kol kan begränsa detundersökta ämnets
biotillgänglighet (1).

Eftersom många foder tillverkas av fiskmjöl, skall fodret analyseras avseendes detundersökta ämnet. Det är
också önskvärt att fodret analyseras avseende bekämpningsmedel och tungmetaller.

1.8.2.6 Ljus och temperatur

Ljusperioden är vanligtvis 12 till 16 timmar, och temperaturen (± 2oC) skall vara anpassad för den undersökta
arten (ser bilaga 2). Belysningens typ och egenskaper skall vara kända. Hänsyn skall tas till detundersökta
ämnets eventuella fototransformation under strålningsförhållanden vid försöket. Lämplig belysning skall
användas för undvikande av exponering av fisken för onaturliga ljusprodukter. Det kan i vissa fall vara lämpligt
att använda ett filter för bortfiltrering av UV-strålningunder 290 nm.

1.8.2.7 Provningskoncentrationer

Fisken exponeras under genomflödesförhållandena för minst två koncentrationer av det undersökta ämnet i
vatten. Normalt väljs den högre (eller högsta) koncentrationen av det undersökta ämnettill ungefär 1% av dess
akuta asymptotiska LC50 och så att den är minst tio gånger högre än den gräns som skall överskridas för
detektion i vatten med den använda analysmetoden.



Den högsta provningskoncentrationen kan också fastställas genom division av den akuta LC50 under 96 timmar
med lämpligt akut/kroniskt förhållande (lämpliga förhållanden för vissa kemikalier kan vara från ungefär 3 upp
till 100). Om möjligt bör andra koncentrationer väljas på ett sådant sätt att de avviker från ovannämnda med en
faktor på 10. Om detta inte är möjligt p.g.a. kravet på 1% av LC50 och det analytiska gränsvärdet, kan en lägre
faktor än 10 tillämpas eller14C-märkning av det undersökta ämnet beaktas. Ingen av använda koncentrationer
får ligga över det undersökta ämnets lösningsbarhet.

När lösningsagent används skall dess koncentration inte vara större än 0,1 ml/l och vara lika stor i samtliga
kärl. Dess bidrag tillsammans med detundersökta ämnettill det totala innehållet av organiskt kol i
provningsvattnet skall vara känt. Denna typ av ämne bör emellertid undvikas i största möjliga utsträckning.

1.8.2.8 Kontroller

Kontroll av lösningsvattnet eller, om så är tillämpligt, kontroll av lösningsagenten, skall göras utöver
provningsserierna, förutsatt att det kunnat fastställas att agenten inte har någon effekt på fisken. Om så inte är
fallet skall bägge kontrollerna göras.

1.8.3 Frekvens för mätning av vattenkvalitet

Upplöst syre, TOC, pH och temperatur skall mätas i samtliga kärlunder provningen. Den totala hårdheten och
eventuellt salthalten skall mätas vid kontrollerna i ett kärl med högre (eller högst) koncentration. Det upplösta
syret och eventuellt salthalten skall mätas minst tre gånger - i början, ungefär i mitten och mot slutet av
upptagningsperioden - och en gång i veckan under utsöndringsperioden. TOC skall mätas vid början av provet
(24 och 48 timmar innan upptagningsfasen initieras) före det att fisken tillsätts och minst en gång i veckan
under både upptagnings- och utsöndringsfaserna. Temperaturen skall mätas dagligen, pH i början och slutet av
varje period och hårdheten en gång under varje provning. Temperaturen skall helst avläsas kontinuerligt i
åtminstone ett kärl.

1.8.4 Provtagning och analys av fisk och vatten

1.8.4.1 Schema för provtagning på fisk och vatten

Vatten från provningskärlen skall tas både före det att fisken tillsätts samtunder upptagnings- och
utsöndringsfaserna, för fastställande av koncentrationen av det undersökta ämnet. Prover skall tas av vattnet
åtminstone samtidigt som av fisken samt före utfodring. Under upptagningsfasen fastställs koncentrationen av
det undersökta ämnet för kontroll av överensstämmelse med giltighetskriterierna.

Prover skall tas på fisken minst fem gånger under upptagningsfasen och vid minst fyratillfällen under
utsöndringsfasen. Eftersom det i bland är svårt att göra en exakt uppskattning av BCF-värdet grundat på detta
antal prover, framför allt när annan utsöndringskinetik än första ordningens kan påvisas, kan det vara tillrådligt
att ta prover med tätare mellanrum under bägge perioderna (se bilaga 4). Extraproverna skall lagras och bara
analyseras om resultaten från första omgångens analyser visar sig vara otillräckliga för beräkning av BCF med
önskad noggrannhet.

I bilaga 4 ges ett exempel på ett oacceptabelt provtagningsschema. Andra scheman kan lätt räknas ut med andra
antagna värden för Pow, för beräkning av exponeringstiden för att få 95-procentig upptagning.

Provtagningen skall fortsätta under upptagningsfasentills stabil nivå uppnås, dock minst 28 dagar. Om stabil
nivå inte nåtts inom 28 dagar, skall provtagningen fortsätta tills stabil nivå nås, dock minst 60 dagar, om detta
inträffar först. Innan utsöndringsfasen inleds skall fisken överföras till rena tankar.

1.8.4.2 Provtagning och beredning av prover

Vattenprover för analys tas genom en tät röranslutning i provningskammarens mittpunkt. Eftersom varken
filtrering eller centrifugering alltid separerar den icke-biologiska fraktionen från detundersökta ämnet från den
biotillgängliga delen (särskilt för superlipofila kemikalier, dvs kemikalier med log Pow>5) (1) (5), skall
proverna inte utsättas för sådan behandling.



Åtgärder bör istället vidtas för att hålla tankarna så rena som möjligt och innehållet fullorganiskt kol skall
övervakas under både upptagnings- och utsöndringsfasen.

Ett lämpligt antal fiskar, i normalfallet minst fyra, skall tas från provningskammaren vid varje provtagning.
Provtagningsfisken skall sköljas snabbt med vatten, torkas torr, dödas omedelbart på lämpligaste och
humanaste sätt och därefter vägas.

Det är lämpligt att under den tid som provet pågår analysera fisken och vattnet omedelbart efter provtagning,
för att förhindra försämring eller andra förluster samt för beräkning av ungefärlig upptagnings- och
utsöndringshastighet. Mellananalyser förhindrar också förseningar vid fastställande av när en nivå har nåtts.

Om mellananalyser inte görs skall proverna lagras på lämpligt sätt. Innan undersökningen påbörjas skall
information om lämplig förvaringsmetod för det aktuella ämnet, t ex djupfrysning, nedkylning vid 4°C,
förvaringstid, extraktion osv, skaffas.

1.8.4.3 Analysmetodens kvalitet

Eftersom hela proceduren i huvudsak styrs av noggrannhet, precision och känslighet i den analysmetod som
används för det undersökta ämnet, skall precision och reproduktionsbarhet för den kemiska analysen
kontrolleras experimentellt, vilket även gäller för återhämtning av detundersökta ämnet från både vatten och
fisk, vilket skall vara tillfredsställande med den aktuella metoden. Kontrollera också att detundersökta ämnet
inte kan upptäckas i det lösningsvatten som används.

Om så krävs skall Cw- och Cf-värden som fås från undersökningen korrigeras för återhämtnings- och
bakgrundsvärden från kontrollerna. Fisk- och vattenprover skall alltigenom hanteras på ett sådant sätt att
förorening och förlust minimeras, t ex på grund av absorbtion från provtagningsanordningarna.

1.8.4.4 Analys av fiskprov

Om radioaktivt märkt material används vid undersökningen är det möjligt att analysera den totala radioaktiva
märkningen, dvs moderblandning och metaboliter, eller kan proverna rengöras så att moderblandningen kan
analyseras separat. De viktigare metaboliterna kan karakteriseras vid stabil nivå, dock senast vid
upptagningsfasens slut. Om BCF som total radioaktivt märkt rest är≥1000%, kan det vara lämpligt och för
vissa kemikaliekategorier, som t ex bekämpningsmedel, starkt rekommendabelt att identifiera och
mängdbestämma de rester som uppgårtill ≥10% av den totala resten i fiskvävnaden vid stabil nivå. Om resterna
representerar≥10% av den totala radioaktivt märkta resten i fiskvävnaden identifieras och kvantifieras, är det
också rekommendabelt att identifiera och mängdbestämma resterna i provningsvattnet.

Koncentrationen av det undersökta ämnet skall normalt fastställas för varje vägd fiskindivid. Om detta inte är
möjligt kan sammanslagning av proverna vid varje provtagningstillfälle göras, men detta begränsar det
statistiska förfarandet för erhållna data. Om ett visst statistiskt förfarande och dess funktion är viktiga, skall ett
tillräckligt antal fiskar för att tillfredsställa den önskade sammanslagningsproceduren och effekten införas i
undersökningen (6) (7).

BCF skall uttryckas både som en funktion av total våt vikt och, för kraftigt lipofila ämnen, som en funktion av
fettinnehållet. Fettinnehållet i fisken fastställs om möjligt vid varje provtagningstillfälle. Lämpliga metoder
skall användas för fastställandet av fettinnehållet (punkterna 8 och 2 i bilaga 3). Extraktionstekniker med
kloroform/metanol kan vara att rekommendera som standardmetod (9). De olika metoderna ger inte identiska
värden (10), varför det är viktigt att ange vilken metod som använts. När så är möjligt fettanalysen göras på
samma extrakt som det som tagits fram för analys av det undersökta ämnet, eftersom fettet ofta måste tas bort
från extraktet innan kromatografisk analys kan göras. Fettinnehållet i fisken (som mg fett per kg våt vikt) får
vid slutet av experimentet inte skilja sig från innehållet vid experimentets början med mer än± 25%. Andelen
fasta partiklar i vävnaden skall också registreras för att möjliggöra omvandling av fettkoncentrationen från vått
till torrt värde.



2. DATA

2.1 RESULTATBEARBETNING

Upptagningskurvan för det undersökta ämnet fås genom plottning av dess koncentration i/på fisk (eller
specificerad vävnad därav) under upptagningsfasen i förhållandetill tiden på en aritmetisk skala. Om kurvan
når en platå, dvs blir ungefär asymptotisk med tidsaxeln, beräknas BCFss med följande formel:

C vidstabilitet medel

C vidstabilitet medel
f

w

( )

( )

När stabilitet inte nås, kan BCFss beräknas med tillräcklignoggrannhet för riskbedömning från en stabilitet vid
80% (1,6/k2) eller 95% (3,0/k2) balans.

Koncentrationsfaktorn (BCFK) fastställs också som förhållandet k1/k2, de två kinetiska konstanterna av första
ordningen. Konstanten för utsöndringshastighet, k2 fastställs normalt ur utsöndringskurvan, dvs en plottning av
ökningen av det undersökta ämnets koncentration i fisken i tiden. Konstanten för upptagningshastigheten, k1,
beräknas utifrån konstanten k2 och värdet på Cf som fås från upptagningskurvan (se också bilaga 5). Den bästa
metoden för erhållande av BCFK och hastigheteskonstanterna k1 and k2 är att göra en icke-linjär
parameterbedömning i en dator (11). I annat fall kan grafiska metoder användas för beräkning av k1 och k2. Om
det är uppenbart att utsöndringskurvan inte är en kurva av första ordningen, skall mer komplexa modeller
tillämpas (se referenser i bilaga 3) och råd inhämtas från biostatistiker.

2.2 TOLKNING AV RESULTAT

Resultaten skall tolkas med försiktighet när uppmätta koncentrationer av den undersökta lösningen påträffas på
nivåer nära den analytiska metodens gränsvärdet för detektion.

Tydligt definierade upptagnings- och förlustkurvor är en indikation på att biokoncentrationsdatan är av god
kvalitet. Skillnaden i upptagnings/utsöndringskonstanterna mellan de två provningskoncentrationerna skall vara
mindre än 20%. Observera att väsentliga skillnader i upptagnings-/utsöndringshastigheterna mellan de två
tillämpade provningskoncentrationerna skall registreras och om möjligt förklaras. Tillförlitlighetsgränsen för
BCF kan för väl utformade studier sägas ligga runt± 20%.

3. RAPPORTERING

Undersökningsrapporten måste innehålla följande information:

3.1 UNDERSÖKT ÄMNE:

— fysisk form och, när så är tillämpligt, fysiokemikaliska egenskaper;

— kemiska identifiering (inklusive eventuellt innehåll av organiskt kol);

— om ämnet är radioaktivt märkt skall den märkta atomens exakta position och andelen radioaktivitet kopplad
till föroreningar anges.

3.2 UNDERSÖKTA ARTER

— vetenskapligt namn, variant, källa, eventuell förbehandling, acklimatisering, ålder, storleksområde osv:

3.3 PROVNINGSFÖRHÅLLANDEN:

— tillämpat provningsförfarande, t ex genomflöde eller halvstatiskt;

— typ och karakteristik för använd belysning och ljusperiod;



— provets utformning, t ex antal och storlek på provningskammare, vattenväxlingshastighet, antal kopior,
antal fiskar per kopia, antal provningskoncentrationer, upptagnings- och utsöndringsfasernas längd,
provtagningsfrekvens för fisk och vatten;

— metod för beredning av förrådslösningar och förnyelsefrekvensen (lösningsagent, dess koncentration och
bidrag till innehåll av organiskt kol i provningsvattnet måste anges när sådan används);

— nominella provningsförhållanden, medelvärden för uppmätta värden samt deras standardavvikelser i
provningskärlen och metod som använts för beräkning av dessa värden;

— vattenkälla, beskrivning av eventuell förbehandling, resultat från eventuell undersökning av fiskens
förmåga att överleva i vattnet, samt vattnets karakteristik: pH, hårdhet, temperatur, syrehalt, klorrestvärde
om detta mäts, total mängd organiskt kol, utfällda fasta partiklar, salthalt i det undersökta mediet, om
tillämpligt, och eventuella andra gjorda mätningar;

— vattenkvalitet i provningskärlen, pH, hårdhet, TOC, temperatur och syrehalt;

— detaljerad information om utfodringen, t ex fodertyp, källa, sammansättning (om möjligt åtminstone fett-
och proteininnehåll, mängd och frekvens);

— information om behandlingen av fisk- och vattenprover, inklusive uppgifter om beredning, förvaring,
extraktion och analytiska förfaranden, samt deras noggrannhet, för det undersökta ämnet och fettinnehållet
(om detta mäts).

3.4 RESULTAT:

— resultat från eventuell preliminär studie;

— dödligheten för kontrollfisken och fisken i varje exponerat kärl, samt eventuellt observerat onormalt
beteende;

— fettinnehållet i fisken (om detta fastställs vid provningen);

— kurvor, inklusive samtliga mätdata, över upptagningen och utsöndringen av denundersökta kemikalien i
fisken, tiden till stabilitet;

— Cf och Cw (med standardavvikelse och område, om tillämpligt) för samtliga provtagningstillfällen (Cf

uttryckt somµg/g våt vikt (ppm) i hela kroppen eller den specificerade vävnaden därav, t ex fett, och Cw

somµg/ml (ppm)), Cw-värden för kontrollserierna (bakgrundsvärden skall också rapporteras);

— biokoncentrationsfaktorn vid stabilitet (BCFss) och/eller den kinetiska koncentrationsfaktorn (BCFK) och
om tillämpligt den 95-procnetiga tillförlitlighetsgränsen för upptagnings- och
utsöndringshastighetskonstanterna (samtliga uttryckta i förhållande till hela kroppen och det totala
fettinnehållet, om detta mäts, i djuret eller den specificerade vävnaden därav), tillförlitlighetsgränser och
standardavvikelser (om tillgängliga) samt metoder för beräkning/dataanalys av samtliga koncentrationer av
det undersökta ämnet;

— om strålningsmarkerade ämnen används och om så krävs, kan ackumulationen av eventuella upptäckta
metaboliter visas;

— eventuella anmärkningar avseende undersökning, eventuell avvikelse från förfarandet och annan relevant
information.

Undvik resultat som t ex "ej upptäckt vid detektionsgränsen" vid framtagningen av undersökningsmetoden och dess
experimentella utformning, eftersom sådana resultat inte kan användas för beräkning av hastighetskonstanter.
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BILAGA 1

KEMISK KARAKTERISTIK FÖR ACCEPTABELT LÖSNINGSVATTEN

ÄMNE KONCENTRATIONS-

GRÄNSVÄRDE

1 Partiklar 5 mg/l

2 Total mängd organiskt kol 2 mg/l

3 Ojoniserad ammonium 1µg/l

4 Klorrester 10µg/l

5 Total mängd fosfororganiska bekämpningsmedel 50 ng/l

6 Total mängd klororganiska bekämpningsmedel plus
flerklorerade bifenyler

50 ng/l

7 Total mängd organiskt klor 25 ng/l

8 Aluminium 1µg/l

9 Arsenik 1µg/l

10 Krom 1µg/l

11 Kobolt 1µg/l

12 Koppar 1µg/l

13 Järn 1µg/l

14 Bly 1µg/l

15 Nickel 1µg/l

16 Zink 1µg/l

17 Kadmium 100 ng/l

18 Kvicksilver 100 ng/l

19 Silver 100 ng/l



BILAGA 2

FISKARTER SOM REKOMMENDERAS FÖR UNDERSÖKNING

Rekommenderade arter Rekommenderat
temperaturområde
för undersökningen

(oC)

Rekommenderad
total längd på det
undersökta djuret

(cm)

1 Danio rerio(1) (Teleostei, Cyprinidae)
(Hamilton-Buchanan) Zebrafisk

20 - 25 3.0± 0.5

2 Pimephales promelas(Teleostei, Cyprinidae)
(Rafinesque) Fathead minnow (art av kvidd)

20 - 25 5.0± 2.0

3 Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae)
(Linnaeus) Vanlig karp

20 - 25 5.0± 3.0

4 Oryzias latipes(Teleostei, Poeciliidae)
(Temminck and Schlegel) Ricefish (risfiskart)

20 - 25 4.0± 1.0

5 Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae)
(Peters) Guppy

20 - 25 3.0± 1.0

6 Lepomis macrochirus(Teleostei,
Centrarchidae) (Rafinesque) Bluegill (art av
solabborre)

20 - 25 5.0± 2.0

7 Oncorhynchus mykiss(Teleostei,
Salmonidae) (Walbaum) Regnbågslax

13 - 17 8.0± 4.0

8 Gasterosteus aculeatus(Teleostei,
Gasterosteidae) (Linnaeus) Stenspigg

18 - 20 3.0± 1.0

(1) Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society of London, Series B., Vol.252, p. 231

Flera söt- och saltvattenarter har använts i olika länder t ex:

Leiostomus xanthurus Spot

Cyprinodon variegatus Sheepshead minnow (art av tandkarp)

Menidia beryllina Silverside

Cymatogaster aggregata Shiner perch

Parophrys vetulus English sole

Leptocottus armatus Staghorn sculpin

Gasterosteus aculeatus Stenspigg

Dicentracus labrax Havsaborre

Alburnus alburnus Benlöja

INSAMLING

Den sötvattenfisk som anges i ovanstående tabell är lätt att skaffa och/eller finns lätt tillgängligunder hela året,
medan tillgängligheten för havs- och bräckvattenarterna delvis begränsas till respektive länder. De kan födas
upp och odlas på fiskodlingar eller laboratorier under sjukdoms- och parasitkontrollerade förhållanden, så att
det använda djuret är friskt och har känd stamtavla. Dessa fiskar finns tillgängliga i stora delar av världen.



BILAGA 3

FÖRBESTÄMNING AV LÄNGDEN PÅ UPPTAGNINGS- OCH UTSÖNDRINGSFASERNA

1. Förbestämning av upptagningsfasens längd

Innan provet påbörjas skall en uppskattning av k2 göras, och hänsyn tas till hur stor del av tiden som krävs för
att nå stabilitet kan inhämtas från empiriska förhållanden mellan k2 och n-
oktanol/vattenfördelningskoeffecienten (Pow) eller k2 och vattenlösligheten (s).

En uppskattning av k2 (dag-1) kan erhållas med t ex följande empiriska förhållande (1):

log10 k2 = - 0,414 log10(Pow) + 1,47(r2=0,95) [ekvation 1]

För andra förhållanden se hänvisning 2.

Om partitionskoeffecienten (Pow) inte är känd, kan en bedömning göras (3) utifrån kunskapen om ämnets
vattenlöslighet (s) med följande formel:

log10 (Pow) = 0,862 log10(s) + 0,710 (r2 = 0,994)[ekvation 2]

där s står för lösligheten i mol/l : (n=36)

Dessa förhållanden gäller enbart för kemikalier med log Pow-värden mellan 2 och 6,5 (4).

Tiden för att nå en viss del av den stabila nivån kan fås genom tillämpning av så kallad k2-bedömning, med den
allmänna kinetiska ekvationen för upptagning och utsöndring (första ordningens kinetik):

dC

dt w f
f k c k c= −1 2. .

eller om Cw är konstant:

c c ef
k
k w

k t= − −1

2

21. ( ) [ekvation 3]

När stabiliteten börjar närma sig (t->∞), kan ekvation 3 reduceras (5) (6) till:

c cf
k
k w= 1

2
. eller Cf / Cw = k1 / k2 = BCF

k1 / k2 .Cw närmar sig då koncentrationen i fisken vid stabilitet (Cf,s).

Ekvation 3 kan skrivas om på följande sätt:

Cf = Cf,s (1-e -k
2

t ) eller
c

c
ef

fs

k t= − −1 2 [ekvation 4]

Vid användning av ekvation 4 kan tiden för att nå viss stabilitet förutsägas när k2 förutbestäms med ekvation 1
eller 2.

Som riktlinje kan sägas att den statistiskt optimala längden på upptagningsfasen, för produktion av statistiskt
acceptabla data (BCFK) är den period som krävs för att kurvan över koncentrationslogaritmen för det
undersökta ämnet i fisken, plottad mot linjär tidsaxel,till medelpunkten är 1,6/k2 eller 80% av den stabila nivån,
men inte mer än 3,0/k2 eller 95-procentig stabilitet (7).



Tiden för att nå 80-procentig stabilitet är (ekvation 4):

0,80 = 1 -e -k
2

t 80 eller t k80
1 6

2
= ,

[ekvation 5]

95-procentig stabilitet fås på motsvarande sätt med ekvationen:t k95
3 0

2
= . [ekvation 6]

Upptagningsfasens (upp) längd för ett undersökt ämne med log Pow = 4 blir då (med ekvationerna 1,5 och 6):

log10k2 = - 0,414.(4) + 1,47 k2 = 0,652 dag-1

upp (80%) = 1,6/0,652, t ex 2,45 dagar (59 timmar)

eller upp (95%) = 3,0/0,652, t ex. 4,60 dagar (110 timmar)

För ett undersökt ämne med s = 10-5 mol/l (log(s) = -5,0), är upptagningsfasen (med ekvationerna 1,2,5 och 6):

log10 (Pow) = - 0,862 (-5,0) + 0,710 = 5.02

log10 K2 = - 0,414 (5,02) + 1,47

k2 = 0,246 dagar-1

upp (80%) = 1,6/0,246, t ex 6,5 dagar (156 timmar)

eller upp (95%) = 3,0/0,246, t ex 12,2 dagar (293 timmar)

Alternativt kan följande uttryck användas:

teq = 6,54 x 10-3 Pow + 55,31 (timmar)

Detta uttryck används för beräkning av tiden till det att faktiskt stabilitet nås (4).

2. Förutbestämning av utsöndringsfasens varaktighet

Förutbestämning av den tid som krävs för att minska mängden ämne i kroppen,till en viss del av den
ursprungliga koncentrationen, kan också göras med den allmänna ekvationen för upptagning och utsöndring
(första ordningens kinetik) (1) (8).

Cw antas vara noll för utsöndringsfasen. Ekvationen kan reduceras till:

dC

dt f
f k C= − 2 eller C C ef f o

k t= −
, . 2

därCf,o är koncentrationen vid början av utsöndringsperioden. 50-procentig utsöndring nås då vid tiden (t50):

C

C
k tf

f o
e

,
= = −1

2
2 50 eller t k50

0 693
2

= ,

95-procentig utsöndring fås på motsvarande sätt med ekvationen:

t k95
3 0

2
= ,

Om en upptagning på 80% används för den första perioden (1.6/k2) och en 95-procentig förlust i
utsöndringsfasen (3.0/k2), är utsöndringsfasen ungefär dubbelt så lång som utsöndringen i upptagningsfasen.



Det är emellertid viktigt att observera att dessa beräkningar är grundade på förutsättningen att upptagnings- och
utsöndringsmönstren följer första ordningens kinetik. Om det är uppenbart att första ordningens kinetik inte
följs, skall mer komplexa beräkningsmodeller användas (se hänvisning 1).
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BILAGA 4

TEORETISKT EXEMPEL PÅ PROVTAGNINGSSCHEMA FÖR

BIOKONCENTRATIONSUNDERSÖKNINGAR FÖR ÄMNEN MED log P ow = 4.

Provtagning av
fisk

Tidsschema för provtagning Antal vatten-
prover

Antal fiskar
per prov

Längsta tänkbara
provtagnings-

frekvens (dagar)

Tilläggsprover

Upptagningsfas
-1

0

2∗

2
tillsätt 45-80

fiskar

Första 0.3 0.4
2

(2)

4

(4)

Andra 0.6 0.9
2

(2)

4

(4)

Tredje 1.2 1.7
2

(2)

4

(4)

Fjärde 2.4 3.3
2

(2)

4

(4)

Femte 4.7 2 6

Utsöndringsfas
Flytta över
fisken till

vatten fritt
från den

undersökta
kemikalien

Sjätte 5.0 5.3
4

(4)

Sjunde 5.9 7.0
4

(4)

Åttonde 9.3 11.2
4

(4)

Nionde 14.0 17.5
6

(4)

∗ Ta prover på vattnet när minst 3 kärlvolymer har levererats.

Värden inom parentes står för antal prover (vatten, fisk) som skall tas om tilläggsprovtagning görs.

Anmärkning: Föregående uppskattning för k2 för log Pow på 4.0 är 0.652 dagar-1. Experimentets totala
varaktighet är fastställd till:

3 x upp = 3 x 4,6 dagar, dvs. 14 dagar. För uppskattning av "upp", se bilaga 3.



BILAGA 5

MODELLBESKRIVNING

De flesta biokoncentrationsdata har förutsatts bli skäligen väl beskrivna med en enkel tvådelad modell eller
tvåparametersmodell, på det sätt som visas med den räta kurva som närmar sig punkterna för koncentrationen i
fisk under utsöndringsfasen, när dessa linjer plottas på halvlogaritmiskt papper. Om dessa punkter inte kan
beskrivas av en rät kurva skall mer komplexa modeller användas, se t ex Spacie och Hamelink, hänvisning 1 i
bilaga 3.

GRAFISK METOD FÖR BESTÄMMNING AV KONSTANTEN k 2 FÖR
UTSÖNDRINGSHASTIGHETEN

Plotta en koncentration av det undersökta ämne som återfinns i varje fiskprov mot provtagningstiden på
halvlogaritmiskt papper. Linjens lutning är k2.

k
n C C

t t
f f

2

1 1 2

2 1
= −

( / )

Cf1

Cf2

100

10

1

t 2t 1

t

Observera att avvikelser från rät linje kan vara ett tecken på ett mer komplext utsöndringsmönster än första
ordningens kinetik. En grafisk metod kan användas för att särskilja utsöndringstyper som avviker från första
ordningens kinetik.

GRAFISK METOD FÖR FASTSTÄLLANDE AV KONSTANTEN k 1 FÖR
UPPTAGNINGSHASTIGHETEN

När K2 tagits fram kan konstanten k1 beräknas med följande formel:

k
c k

c x e
f

w
k t1

2

1 2
=

− −( )
[ekvation 1]

Värdet på Cf avläses i mittpunkten på den jämna upptagningskurva som fås av datan när den logaritmiska
koncentrationen plottas i förhållande till tiden på en aritmetrisk skala.



METOD FÖR BERÄKNING AV KONSTANTERNA FÖR UPPTAGNINGS- OCH
UTSÖNDRINGSHASTIGHETEN

De medel som föredras för erhållande av biokoncentrationsfaktorn och hastighetskonstanterna k1 och k2 är att
använda en icke-linjär metod för parameteruppskattning på dator. Dessa program hittar värdena på k1 och k2

utifrån en uppsättning koncentrationsdata sekventiella i tiden och med följande ekvationer:

c c
k
k

x e t tf w
k t

c= − < <−. ( )1

2

1 02 [ekvation 2]

c c
k
k

x e e t tf w
k t t k t

c
c= − >− − −. ( )( )1

2

2 2 [ekvation 3]

där tc står för tiden vid slutet av upptagningsfasen.

Med denna metod kan vanliga avvikelsebedömningar göras för k1 och k2.

Eftersom k2 i de flesta fall kan uppskattas i utsöndringskurvan med förhållandevis hög precision och eftersom
ett starkt samband finns mellan de två parametrarna k1 och k2 om de beräknas samtidigt, kan det vara tillrådligt
att först beräkna k2 från enbart utsöndringsdata och därefter beräkna k1 från upptagningsdata med icke-linjär
regression.



C.14. TILLVÄXTTEST PÅ UNGA EXEMPLAR AV FISK

1. METOD

Denna metod för tillväxttest avseende toxicitet motsvarar OECD TG 215 (2000).

1.1 INLEDNING

Testet är avsett för bestämning av vilka verkningar långvarig exponering för kemikalier har på tillväxten hos
unga exemplar av fisk. Testet baserar sig på en metod för bestämning av verkningarna av kemikalier på
tillväxten hos unga exemplar av regnbågslax(Oncorynchus mykiss) under genomflödesförhållanden, en metod
som har utvecklats och ringtestats (1)(2) inom Europeiska unionen. Även andra väldokumenterade arter kan
användas. Man har t.ex. erfarenheter från tillväxttest med sebrafisk (Danio rerio)1 (3)(4) och ”ricefish medaka”
Oryzias latipes) (5)(6)(7).

Se också den allmänna inledningen, del C.

1.2 DEFINITIONER

Lägsta koncentration vid vilken verkningar observeras (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC):
den lägsta testade koncentrationen av ett testämne vid vilken man kan observera signifikanta verkningar
(vid p < 0,05) jämfört med kontrollgruppen. Alla testkoncentrationer ovanför LOEC måste framkalla skadliga
verkningar som är lika stora eller större än de verkningar som kan observeras vid LOEC.

Koncentration vid vilken inga verkningar observeras (No Observed Effect Concentration, NOEC):
testkoncentrationen omedelbart under LOEC.

ECx: den koncentration av testämnet som orsakar en tillväxtvariation på x % hos testexemplaren jämfört med
kontrollgruppen.

Fisktäthet: våtvikten fisk per vattenvolym.

Antalstäthet: antalet exemplar per vattenvolym.

Individuell specifik tillväxthastighet: tillväxthastigheten hos en individ, uppmätt med startvikten som
utgångspunkt.

Kärlmedelvärdet för specifik tillväxthastighet: medeltillväxthastigheten hos en kärlpopulation vid en viss
koncentration.

Pseudospecifik tillväxthastighet: den individuella tillväxthastigheten jämförd med kärlpopulationens
medelbegynnelsevikt.

1 Meyer, A., Bierman, C.H. och Orti, G. (1993), ”The phylogenetic position of the zebrafish (Danio rerio), a model
system in developmental biology: an invitation to the comparative method”,Proc. R. Soc. Lond. B.252, s. 231–236.



1.3 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

Unga fiskexemplar i exponentiell tillväxtfas vägs och placeras i testkärl där de exponeras för en serie subletala
koncentrationer av testämnet upplöst i vatten. Exponeringen skall helst ske under genomflödesförhållanden
eller, om detta inte är möjligt, under lämpliga halvstatiska förhållanden (statisk förnyelse). Testperiodens längd
är 28 dagar. Fiskarna utfodras dagligen. Foderportionen baserar sig på fiskarnas begynnelsevikter och kan
räknas om efter 14 dagar. Vid slutet av testet vägs fiskarna på nytt. Verkningarna på tillväxthastigheterna
analyseras med en regressionsmodell för att bestämma den koncentration som leder till en variation på x % av
tillväxthastigheten, dvs. ECx (t.ex. EC10, EC20 eller EC30). Alternativt kan testdata jämföras med
kontrollgruppens värden för att bestämma den lägsta koncentration vid vilken verkningar observeras (LOEC)
och den koncentration vid vilken inga verkningar observeras (NOEC).

1.4 INFORMATION OM TESTÄMNET

Det bör finnas tillgång till resultaten från ett test avseende akut toxicitet (se metod C.1), som helst skall ha
utförts med samma art som används för detta test. Testämnets vattenlöslighet och ångtryck måste vara kända.
Det bör finnas tillgång till en tillförlitlig analysmetod för kvantifiering av ämnet i testlösningen och denna
metod bör ha känd och rapporterad noggrannhet och detektionsgräns.

Till information som bör anges hör bl.a. testämnets strukturformel, ämnets renhet, stabilitet i vatten och ljus,
pKa, Pow och resultaten från test avseende biologisk lättnedbrytbarhet (se metod C.4).

1.5 TESTETS GILTIGHET

För att testet skall vara giltigt måste följande villkor uppfyllas:

— Mortaliteten i kontrollgruppen (kontrollgrupperna) får inte överskrida 10 % vid testets slut.

— Medelvikten hos fiskarna i kontrollgruppen (kontrollgrupperna) måste ha ökat tillräckligt för att ge
möjlighet att detektera den minsta variation som anses vara signifikant. Resultaten från ett ringtest (2) har
visat att medelvikten för exemplar av regnbågslax i kontrollgrupperna under de 28 testdagarna måste ha
ökat med minst hälften (50 %) av begynnelsevikten. Om t.ex. begynnelsevikten är 1 g per fisk (= 100 %)
bör slutvikten efter 28 dagar vara > 1,5 g per fisk (>150 %).

— Koncentrationen upplöst syrgas måste under hela testet ha varit minst 60 % av luftmättnadsvärdet (ASV).

— Under testet får vattentemperaturen inte vid någon tidpunkt variera med mer än± 1°C mellan olika
testkärl och den får variera med högst 2°C från de temperaturgränser som specificerats för den art som
används (se bilaga 1).



1.6 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.6.1 Utrustning

Normal laboratorieutrustning och särskilt

a) syrgas- och pH-mätare,

b) utrustning för bestämning av hårdhet och alkalinitet hos vatten,

c) lämplig utrustning för temperaturreglering, helst med kontinuerlig övervakning,

d) kärl som är tillverkade av kemiskt inert material och tillräckligt stora med tanke på den rekommenderade
fisktätheten och antalstätheten (se avsnitt 1.8.5 och bilaga 1),

e) lämplig precisionsvåg (t.ex. noggrannhet± 0,5 %).

1.6.2 Vatten

Som testvatten kan användas allt vatten i vilket den berörda arten uppvisar lämplig överlevnad och tillväxt
under en längre period. Testvattnet bör ha konstant kvalitetunder hela testperioden. Vattnets pH bör ligga inom
intervallet 6,5 – 8,5 men får dock under ett givet test variera med högst± 0,5 pH-enheter. Hårdhet över 140 mg/l
(räknat som CaCO3) rekommenderas. För att säkerställa att spädvattnet inte påverkar testresultaten på oönskat
sätt (t.ex. genom komplexbildning med testämnet), bör vattenprover regelbundet tas för analys. Mätningar av
tungmetaller (t.ex. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd och Ni), viktiga anjoner och katjoner, t.ex. (Ca, Mg, Na, K, Cl och SO4),
bekämpningsmedel (t.ex. total mängd organiska fosforföreningar eller total mängd organiska klorföreningar),
totalt organiskt kol och uppslammade partiklar bör göras t.ex. var tredje månad i fall där man vet att spädvattnet
håller en relativt jämn kvalitet. Om vattenkvaliteten har visat sig vara jämnunder minst ett år kan dessa
kontroller göras med längre intervall (t.ex. var sjätte månad). I bilaga 2 anges ett antal kemiska egenskaper för
godtagbart spädvatten.

1.6.3 Testlösningar

Testlösningar med de valda koncentrationerna bereds genom utspädning av en stamlösning.

Stamlösningen bör helst beredas genom enkel blandning eller omskakning av testämnet i spädvattnet på
mekanisk väg (t.ex. omrörning och ultraljud). Mättnadskolonner (löslighetskolonner) kan användas för att få
stamlösning av lämplig koncentration.

I vissa fall kan lösnings- eller dispergeringsmedel (lösningsagenter) behövas för att få en stamlösning av
lämplig koncentration. Lämpliga lösningsmedel är t.ex. aceton, etanol, metanol, dimetylsulfoxid,
dimetylformamid och trietylenglykol. Lämpliga dispergeringsmedel är t.ex. Cremophor RH40, Tween 80,
metylcellulosa (0,01 %) och HCO-40. Om man använder agenter som är biologiskt lättnedbrytbara (t.ex.
aceton) eller agenter med hög flyktighet bör man iaktta särskild försiktighet eftersom sådana agenter kan orsaka
problem med bakterieansamling vid genomflödestest. Om en lösningsagent används får den inte ha signifikant
verkan på fisktillväxten eller framkalla synliga skadliga verkningar på de unga exemplaren (verkningar som
framkommit vid test med rent lösningsmedel).



För genomflödestest behövs ett system som kontinuerligt portionerar och späder ut stamlösning av testämnet så
att man får en tillförsel av en serie koncentrationer till testkärlen. Stamlösningens och spädvattnets
flödeshastighet bör kontrolleras regelbundet, helst dagligen, och får inte variera med mer än 10 % under hela
testet. Resultaten från ett ringtest (2) har visat att en vattenavlägsning på 6 liter per gram fisk och dag är
godtagbar vid test på regnbågslax (se avsnitt 1.8.2.2.).

För halvstatiskt test (statisk förnyelse) beror mediets förnyelsefrekvens på testämnets stabilitet, men daglig
förnyelse rekommenderas. Om resultaten från preliminära stabilitetstest (se avsnitt 1.4) visar att testämnet inte
är stabilt (dvs. utanför området 80 – 120 % av nominell koncentration eller under 80 % av uppmätt
startkoncentration) under ett helt förnyelseintervall måste genomflödestest övervägas.

1.6.4 Val av fiskart

De flesta erfarenheterna från ringtest (1)(2) gäller regnbågslax (Oncorhynchus mykiss) och därför
rekommenderas denna art för testet. Även andra väldokumenterade arter kan användas, men då måste
testförfarandet eventuellt anpassas så att lämpliga testförhållanden erhålls. Det finns t.ex. erfarenheter från test
med sebrafisk (Danio rerio) (3)(4) och ”ricefish” (medaka,Oryzias latipes) (5)(6)(7). I ett sådant fall måste
motiveringen för valet av art och testmetod rapporteras.

1.6.5 Förvaring av fisk

Testfiskarna skall tas från en population från en enda stam, helst från samma romläggning. Fiskarna bör, under
minst två veckor före testets början, hållas i vatten med samma kvalitet och ljusförhållanden som det som
används under testet. Fiskarna bör utfodras med en minimiportion på 2 % kroppsvikt per dag, helst 4 %
kroppsvikt per dag, under hela förvaringsperioden och under testet.

Efter en inledande period på 48 timmar registreras mortaliteten och följande kriterier tillämpas:

— Om mortaliteten under sju dagar är högre än 10 % av populationen bör hela satsen förkastas.

— Om mortaliteten ligger mellan 5 och 10 % av populationen fortsätts acklimatiseringen under ytterligare
sju dagar. Om mortaliteten under den andra sjudagarsperioden är högre än 5 % bör hela satsen förkastas.

— Om mortaliteten under sju dagar är lägre än 5 % av populationen kan satsengodtas.

Fiskarna bör inte ges behandling mot sjukdomar under de två veckorna före testet eller under testets gång.



1.7 TESTUTFORMNING

Begreppet ”testutformning” hänför sig till valet av antalet testkoncentrationer och deras inbördes nivåskillnad,
antalet kärl vid varje koncentration och antalet fiskar per kärl. Vid testutformningen bör följande beaktas:

a) Undersökningens syfte.

b) Den statistiska analysmetod som kommer att användas.

c) Tillgången till försöksresurser och deras kostnader.

När det gäller undersökningens syfte bör man, om möjligt, specificera de statistiska krav som gäller för
detekteringen av en given skillnad (t.ex. avseende tillväxthastighet) eller, alternativt, den noggrannhet med
vilken ECx (t.ex. x = 10, 20 eller 30 och helst inte under 10) måste bestämmas. Utan detta kan en hållbar
definition av undersökningens storlek inte ges.

Det är viktigt att vara medveten om att en utformning som är optimal (bästa utnyttjande av resurser) för en viss
metod för statistisk analys inte nödvändigtvis är optimal för en annan. Den utformning som rekommenderas för
uppskattning av LOEC/NOEC är därför inte densamma som den utformning som rekommenderas för
regressionsanalys.

I de flesta fall är regressionsanalys att rekommendera framför variansanalys. Motiveringen till detta diskuteras
av Stephan och Rogers (8). Om ingen lämplig regressionsmodell finns att tillgå (r2 < 0,9) bör NOEC/LOEC
användas.

1.7.1 Utformning för regressionsanalys

Följande faktorer är viktiga vid utformningen av ett test som skall analyseras med regression:

a) Den koncentration vid vilken verkningar observeras (t.ex. EC10,20,30) och det koncentrationsområde som
är av intresse med tanke på testämnets verkningar måste omfattas av de koncentrationer som används vid
testet. Den noggrannhet med vilken man kan bestämma den koncentration vid vilken verkningar
observeras är bäst när den berörda koncentrationen ligger i mitten av det testade koncentrationsområdet.
Ett preliminärt orienterande försök kan vara till hjälp vid valet av lämpliga testkoncentrationer.

b) För att göra det möjligt att uppnå en tillfredsställande statistisk modell bör testet inbegripa minst ett
kontrollkärl och fem extra kärl vid olika koncentrationer. När en lösningsagent används och när det är
lämpligt bör ett kontrollkärl som innehåller lösningsagenten vid den högsta testade koncentrationen köras
utöver testserien (se avsnitten 1.8.3 och 1.8.4).

c) En lämplig geometrisk eller logaritmisk serie (9) (se bilaga 3) kan användas. Fördelningen av
testkoncentrationerna skall helst vara logaritmisk.

d) Om man har tillgång till fler än sex kärl bör de extra kärlen användas för replikat eller fördelas över
koncentrationsområdet i syfte att minska skillnaderna mellan de olika koncentrationsnivåerna. Dessa
båda alternativ är likvärdiga.



1.7.2 Utformning för bestämning av NOEC/LOEC med variansanalys (ANOVA)

Det skall helst finnas replikatkärl vid varje koncentration och den statistiska analysen bör göras på kärlnivå (10).
Utan replikatkärl kan man inte beakta variabiliteten mellan kärl utöver den som beror på individuella skillnader
mellan fiskar. Erfarenheterna har dock visat (11) att variabiliteten mellan kärl i deundersökta fallen har varit
mycket liten jämförd med variabiliteten inom kärlet (dvs. mellan olika fiskar). Det är därför ett relativt
godtagbart alternativ att göra den statistiska analysen på nivån för individuella exemplar.

I regel används minst fem testkoncentrationer i en geometrisk serie med en faktor som helst inte bör överskrida
3,2.

När ett test utförs med replikatkärl bör antalet replikatkontrollkärl och därmed antalet fiskar i regel vara det
dubbla jämfört med antalet vid testkoncentrationerna, och vid testkoncentrationerna bör antalet vara lika stort
(12)(13)(14). Om däremot replikatkärl inte används bör antalet fiskar i kontrollgruppen vara lika stort som
antalet vid varje testkoncentration.

Om man utgår från att ANOVA skall grunda sig på kärl i stället för individuella fiskar (det senare fallet skulle
innebära antingen individuell märkning av fiskarna eller användning av pseudospecifika tillväxthastigheter
(se avsnitt 2.1.2)), måste man ha ett tillräckligt antal replikatkärl för att möjliggöra bestämning av
standardavvikelsen för koncentrationerna inom kärlen. Det betyder att frihetsgraderna för fel i variansanalysen
bör vara minst 5 (10). Om endast kontrollgrupperna har replikat föreligger det fara för att felvariabiliteten ökar
med ökande medelvärde för den berörda tillväxthastigheten. Eftersom tillväxthastigheten sannolikt minskar med
ökande koncentration tenderar detta att leda till en överskattning av variabiliteten.

1.8 FÖRFARANDE

1.8.1 Val och vägning av testfisk

Det är viktigt att minimera fiskarnas viktvariationer vid testets början. I bilaga 1 anges lämpliga
storleksområden för de olika arter som rekommenderas för detta test. De individuella vikterna för hela den
fisksats som används för testet bör helst ligga inom±10 % av den aritmetiska medelvikten, och får under inga
omständigheter överskrida 25 %. Det rekommenderas att ett delprov av fiskar vägs före testet i syfte att
uppskatta medelvikten.

Stampopulationen bör hållas utan foder under 24 timmar före testet. Därefter väljs fiskarna ut slumpmässigt.
Fiskarna ges allmän bedövning (t.ex. med en vattenlösning av 100 mg/l trikainmetansulfonat (MS 222)
neutraliserad genom tillsats av två delar natriumbikarbonat per del MS 222) och deras våtvikt (avtorkad fisk)
bestäms individuellt med den noggrannhet som anges i bilaga 1. Fiskar med vikter inom det planerade området
väljs ut och fördelas sedan slumpmässigt mellan testkärlen. Den totala våtvikten för fiskarna i vart och ett
testkärl bör registreras. Bedövningen och hanteringen av fiskarna (inbegripet avtorkning och vägning) kan
orsaka stress och skador på de unga exemplaren, särskilt när det gäller små arter. Därför bör unga exemplar
hanteras ytterst försiktigt så att stress och skador på testdjuren undviks.

Fiskarna vägs på nytt på testdag 28 (se avsnitt 1.8.6). Om det bedöms vara nödvändigt att räkna om
foderportionen, kan fiskarna dock vägas på nytt på testdag 14 (se avsnitt 1.8.2.3). Det finns också andra
metoder, t.ex. fotografiska metoder, för att bestämma om fiskarna har vuxit så mycket att portionerna behöver
justeras.



1.8.2 Exponeringsförhållanden

1.8.2.1 Varaktighet

Testets varaktighet är≥ 28 dagar.

1.8.2.2 Fisktäthet och antalstäthet

Det är viktigt att fisktätheten och antalstätheten är anpassade för de arter som testas (se bilaga 1). Om
fisktätheten är för hög uppstår trängselstress som leder till minskade tillväxthastigheter och eventuellt också till
sjukdomar. Om fisktätheten är för låg kan det uppstå ett territorialt beteende som också kan påverka tillväxten.
Fisktätheten skall under alla omständigheter vara så låg att koncentrationen upplöst syrgas kan hållas på minst
60 % ASV utan luftning. Resultaten från ringtest (2) har visat att det för regnbågslax är lämpligt med en
fisktäthet på 16 exemplar à 3 – 5 g i en 40-litersvolym. Rekommenderad vattenavlägsning under testet är 6 liter
per fisk och dag.

1.8.2.3 Utfodring

Fiskarna skall ges lämpligt foder (bilaga 1) i tillräcklig mängd för att möjliggöra engodtagbar tillväxthastighet.
Det är viktigt att se till att det inte uppstår mikrobtillväxt och vattenturbiditet. För regnbågslax kan man utgå
från att villkoren uppfylls om fiskarna ges en portion på 4 % av kroppsvikten per dag (2)(15)(16)(17). Den
dagliga portionen kan delas upp i två lika delar och ges vid två utfodringstillfällen per dag med minst 5 timmars
mellanrum. Portionen baserar sig på fiskarnas totala begynnelsevikt i vart och ett av testkärlen. Om fiskarna
vägs på nytt på dag 14 kan portionen därefter räknas om. Fiskarna skall inte ges foder under de 24 timmar som
föregår vägningen.

Okonsumerat foder och fekalt material skall dagligen avlägsnas från testkärlen genom omsorgsfull rengöring av
kärlets botten genom sugning.

1.8.2.4 Ljus och temperatur

Ljusperioden och vattentemperaturen bör vara anpassade för den art som testas (se bilaga 1).

1.8.3 Testkoncentrationer

I regel krävs fem koncentrationer av testämnet, oavsett vilken testutformning som används (se avsnitt 1.7.2).
Tidigare kunskaper om testämnets toxicitet (t.ex. från test av akut toxicitet eller preliminära orienterande under-
sökningar) är till hjälp vid valet av lämpliga testkoncentrationer. Om färre än fem testkoncentrationer används
måste detta motiveras. Den högsta testkoncentrationen får inte överskrida testämnets löslighetsgräns i vatten.

Om en lösningsagent används för att underlätta beredningen av testlösningar får agentens slutkoncentration i
testkärlet inte överskrida 0,1 ml/l och samma slutkoncentration bör helst användas i alla testkärl (se avsnitt
1.6.3). Man bör dock sträva efter att undvika användning av lösningsagenter.



1.8.4 Kontrollsatser

Antalet spädvattenskontrollsatser beror på testutformningen (se avsnitten 1.7–1.7.2). Om en lösningsagent
används bör testet även omfatta lika stort antal kontrollsatser för lösningsagenten som för spädvattnet.

1.8.5 Frekvensen för analytiska bestämningar och mätningar

Under testets gång bör testämnets koncentrationer bestämmas med regelbundna intervall (se nedan).

Vid genomflödestest bör flödeshastigheterna för spädlösning och testämnets stamlösning kontrolleras
regelbundet, helst dagligen. Under testets förlopp får flödeshastigheterna inte variera med mer än 10 %. Om det
förväntas att testämneskoncentrationerna kommer att hållas inom± 20 % av de nominella värdena (dvs. inom
området 80 – 120 %, se avsnitten 1.6.2 och 1.6.3) är det tillrådligt att analysera de högsta och lägsta
testkoncentrationerna åtminstone vid testets början och därefter varje vecka. Vid test där det inte förväntas att
testämneskoncentrationen kommer att hållas inom± 20 % av de nominella värdena (med hänvisning till
testämnets stabilitetsdata) är det nödvändigt att analysera alla testkoncentrationer, men enligt samma schema.

Vid halvstatiska test (förnyelsetest) där det förväntas att testämneskoncentrationen kommer att hållas inom±
20 % av de nominella värdena är det tillrådligt att analysera de högsta och lägsta testkoncentrationerna
åtminstone när de är nyberedda och strax före förnyelsen. Detta görs vid testets början och därefter varje vecka.
Vid test där det inte förväntas att testämneskoncentrationen kommer att hållas inom dessa gränser måste alla
testkoncentrationer analyseras enligt samma schema som används för stabilare ämnen.

Det rekommenderas att resultaten grundar sig på de uppmätta koncentrationerna. Om det däremot finns bevis
för att testämnets koncentration i lösningen på ett tillfredsställande sätt har hållits inom ± 20 % av den
nominella eller uppmätta startkoncentrationen under hela testperioden, kan resultaten grunda sig på nominella
eller uppmätta värden.

Proverna kan behöva filtreras (t.ex. med porstorlek 0,45µm) eller centrifugeras. Centrifugering
rekommenderas. Om testmaterialet inte adsorberas på filter kan dock även filtreringgodtas.

Under testets gång mäts upplöst syrgas, pH och temperatur i alla testkärl. Totalhårdhet och salthalt (om
relevant) mäts i kontrollsatserna och i ett kärl med den högsta koncentrationen. Upplöst syrgas och salthalt (om
relevant) mäts minst tre gånger (vid testets början, mitt och slut). Vid halvstatiskt test rekommenderas att
upplöst syrgas mäts oftare, helst före och efter varje vattenförnyelse eller minst en gång i veckan. Vid
halvstatiskt test mäts pH i början och i slutet av varje vattenförnyelse och vid genomflödestest minst varje
vecka. Hårdheten och alkaliniteten mäts en gång per test. Temperaturen bör mätas dagligen och helst övervakas
kontinuerligt i minst ett testkärl.



1.1.6 Observationer

Vikt: Vid testets slut vägs alla fiskar (våtvikt, dvs. avtorkade exemplar) antingen i grupper per testkärl eller
individuellt. Vägning per testkärl är att föredra eftersom individuell vägning förutsätter att fiskarna har märkts
individuellt. Om man gör individuella vägningar för bestämning av individuell specifik tillväxthastighet bör den
märkningsteknik som väljs stressa djuren minimalt (ett lämpligt alternativ till frysmärkning är t.ex. användning av
färgad tunn fisklina).

Under testperioden bör fiskarna inspekteras dagligen och alla yttre abnormaliteter (t.ex. blödningar eller
avfärgning) och onormalt beteende bör registreras. Varje fall av fiskdöd bör registreras, och döda fiskar bör
avlägsnas så snart som möjligt. Döda fiskar skall inte ersättas eftersom fisktätheten och antalstätheten är
tillräcklig för att tillväxten inte skall påverkas av ändringar i antalet fiskar per kärl. Mängden foder som ges
måste dock justeras.

2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Det rekommenderas att en statistiker deltar i både utformning och analys av testet, eftersom metoden medger
betydande variationer i fråga om testutformning, t.ex. antalet testkärl, antalet testkoncentrationer, antalet fiskar
osv. Med hänvisning till de många alternativen för testutformning ges inga specifika anvisningar om statistiska
procedurer.

Tillväxthastigheterna bör inte beräknas för testkärl där mortaliteten överskrider 10 %. Mortaliteten bör dock
anges för alla testkoncentrationer.

Oavsett vilken metod som väljs för analys av data består det centrala konceptet av den specifika
tillväxthastigheten mellan tidpunkten t1 och tidpunkten t2. Denna kan definieras på flera olika sätt, beroende på
om fiskarna är individuellt märkta eller inte och om det krävs ett kärlmedelvärde.
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där

r1 = individuell fiskspecifik tillväxthastighet

r2 = specifik medeltillväxthastighet i kärlet

r3 = pseudospecifik tillväxthastighet

w1, w2 = vikten hos en viss fisk vid tidpunkten t1 respektive t2

loge w1 = logaritmen av vikten hos en individuell fisk vid testperiodens början

loge w2 = logaritmen av vikten för en individuell fisk vid testperiodens slut

loge w1 = medelvärdet för logaritmerna av värdena w1 för fiskarna i kärlet vid testperiodens början

loge w2 = medelvärdet för logaritmerna av värdena w2 för fiskarna i kärlet vid testperiodens slut

t1, t2 = tidpunkten (dagar) vid testperiodens början och slut

r1, r2, r3 kan beräknas för perioden dag 0 – 28 och i tillämpliga fall (t.ex. om mätning har gjorts dag 14) för
perioderna dag 0 – 14 och dag 14 – 28.

2.1.1 Analys av resultaten genom regression (koncentration-respons-modellering)

Denna analysmetod innebär att en lämplig matematisk modell anpassas till förhållandet mellan den specifika
tillväxthastigheten och koncentrationen. Genom modellen kan man uppskatta ECx , dvs. önskat EC-värde. När
denna metod används behöver r inte beräknas för individuella fiskar (r1), utan analysen kan i stället basera sig
på kärlets medelvärde för r (r2). Den senare metoden är att föredra. Den är också lämpligare när man använder
de minsta arterna.

Kärlmedelvärdena för de specifika tillväxthastigheterna (r2) plottas grafiskt mot koncentrationen, vilket ger
möjlighet att granska förhållandet mellan koncentration och respons.

En lämplig modell bör väljas för att uttrycka förhållandet mellan r2 och koncentrationen. Valet måste motiveras
på tillbörligt sätt.

Om antalet fiskar som överlever inte är lika stort i varje kärl bör modellanpassningen, antingen den är enkel
eller icke-linjär, viktas för att kompensera för de olika stora grupperna.

Den metod som används för anpassning av modellen måste ge möjlighet att uppskatta t.ex. EC20 och få fram
spridningen kring värdet (standardfel eller konfidensintervall). Kurvan för den anpassade modellen bör
visualiseras i förhållande till data så att det framgår i hur hög grad modellen stämmer (8)(18)(19)(20).



2.1.2 Analys av resultaten för uppskattning av LOEC

Om testet har omfattat replikering av kärl vid alla koncentrationsnivåer kan uppskattningen av LOEC basera sig
på en variansanalys (ANOVA) av kärlmedelvärdet för specifik tillväxthastighet (se avsnitt 2.1) åtföljd av en
lämplig metod (t.ex. Dunnetts eller Williams test (12)(13)(14)(21)) för jämförelse av medelvärdet r för varje
koncentration med medelvärdet r för kontrollsatserna, i syfte att hitta den lägsta koncentration för vilken denna
skillnad är signifikant vid en sannolikhetsnivå på 0,05. Om de antaganden som krävs för parametriska metoder
inte uppfylls – onormal fördelning (t.ex. Shapiro-Wilks test) eller variansen är heterogen (Bartletts test) – bör
man överväga att homogenisera varianserna genom transformering av data före ANOVA. Alternativt kan viktad
ANOVA övervägas.

Om testet inte har omfattat replikering av kärl vid varje koncentration är kärlbaserad ANOVA okänslig eller
omöjlig. I en sådan situation är det engodtagbar kompromiss att basera ANOVA på den pseudospecifika
tillväxthastigheten r3 för individuella fiskar.

Medelvärdet r3 för varje testkoncentration kan sedan jämföras med medelvärdet r3 för kontrollsatserna. LOEC
kan därefter fås fram på ovan beskrivet sätt. Det bör konstateras att denna metod inte beaktar eller ger skydd
mot variabiliteten mellan kärl, utöver den variabilitet som beaktas genom variabiliteten mellan individuella
fiskar. Erfarenheter har dock visat (8) att variabiliteten mellan kärl är mycket liten jämfört med variabiliteten
inom ett kärl (dvs. mellan fiskar). Om individuella fiskar inte inkluderas i analysen bör metoden för
identifiering av utanförliggande värden anges tillsammans med en motivering.

2.2 TOLKNING AV RESULTATEN

Resultaten bör tolkas med försiktighet när de uppmätta koncentrationerna av det toxiska ämnet i testlösningen
ligger på nivåer nära analysmetodens detektionsgräns eller – vid halvstatiska test – när koncentrationen av
testämnet minskar mellan nyss beredd lösning och lösningen före förnyelsen.

2.3 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla nedan angivna uppgifter.

2.3.1 Testämne:

— Aggregationstillstånd och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Kemiska identifieringsdata, inklusive renhet och i tillämpliga fall analysmetod för identifiering av
testämnet.



2.3.2 Testdjur:

— Vetenskapligt namn.

— Tillgängliga uppgifter om stam, storlek, leverantör, eventuella förbehandlingar osv.

2.3.3 Testförhållanden:

— Testförfarande som har använts (t.ex. halvstatiskt test eller genomflödestest, fisktäthet, antalstäthet, osv.).

— Testutformning (t.ex. antalet testkärl, testkoncentrationer och replikat, antalet fiskar per kärl).

— Metoden för beredning av stamlösningar och förnyelsefrekvensen (i förekommande fall bör även
lösningsagenten och dess koncentration anges).

— Nominella testkoncentrationer, de uppmätta värdenas medelvärden och standardavvikelser i testkärlen
och den metod med vilken dessa erhölls samt bevis för att mätningarna hänför sig till testämnets
koncentrationer i lösningen.

— Spädvattnets egenskaper: pH, hårdhet, alkalinitet, temperatur, koncentrationen upplöst syrgas,
restklornivåer (om de har uppmätts), totalt organiskt kol, partikelinnehåll, testmediets salthalt (om den
har uppmätts) och resultatet av alla övriga mätningar.

— Vattenkvaliteten i testkärlen: pH, hårdhet, temperatur och halten upplöst syrgas.

— Detaljerade uppgifter om utfodringen (t.ex. typ av foder, källa, hur mycket fiskarna har fått och hur ofta).

2.3.4 Resultat:

— Bevis för att kontrollgrupperna uppfyller validitetskriterierna för överlevnad. Data om varje förekomst av
fiskdöd.

— Statistiska analystekniker som har använts, statistik baserad på replikat eller fisk, behandlingen av data
och motivering för de tekniker som har använts.

— Data i tabellform över individuella fiskvikter och medeltal dag 0, dag 14 (om uppmätt) och dag 28,
kärlmedelvärde eller pseudospecifika tillväxthastigheter (enligt det som är lämpligt) för perioderna
dag 0 – 28, eller eventuellt dag 0 – 14 och dag 14 – 28.

— Resultat av den statistiska analysen (regressionsanalys eller ANOVA), helst i tabellform och grafisk form
samt LOEC (p = 0,05) och NOEC eller ECx, om möjligt med standardfel (enligt det som är lämpligt).

— Förekomsten av eventuella ovanliga reaktioner hos fiskarna och eventuella synliga verkningar som har
orsakats av testämnet.
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BILAGA 1

LÄMPLIGA TESTBETINGELSER OCH FISKARTER SOM REKOMMENDERAS FÖR TESTNING

Art Rekommenderat
temperatur-
område (oC)

Ljusperiod

(timmar)

Rekommenderat
intervall för

fiskarnas
begynnelsevikt (g)

Mätnings-
noggrannhet

Fisktäthet (g/l) Antalstäthet
(antal per liter)

Foder Testets
varaktighet

(dagar)

Rekommenderad
art

Oncorhynchus
mykiss

regnbågslax

12,5 – 16,0 12 – 16 1 – 5 närmaste 100 mg 1,2 – 2,0 4 Torrfoder som är
särskilt ägnat för

laxyngel

≥ 28

Andra
väldokumenterade

arter

Danio rerio

sebrafisk

21 – 25 12 – 16 0,050 – 0,100 närmaste 1 mg 0,2 – 1,0 5 – 10 Levande föda
(Brachionus

Artemia)

≥ 28

Oryzias latipes

”ricefish” (Medaka)

21 – 25 12 – 16 0,050 – 0,100 närmaste 1 mg 0,2 – 1,0 5 – 20 Levande föda
(Brachionus

Artemia)

≥ 28



BILAGA 2

NÅGRA KEMISKA EGENSKAPER FÖR GODTAGBART SPÄDVATTEN

ÄMNE KONCENTRATIONER

Partikelinnehåll

Totalt organiskt kol

Ojoniserad ammoniak

Restklor

Total mängd bekämpningsmedel typ organiska fosforföreningar

Total mängd bekämpningsmedel typ organiska klorföreningar
samt polyklorerade bifenyler

Total mängd organiskt bundet klor

< 20 mg/l

< 2 mg/l

< 1 µg/l

< 10 µg/l

< 50 ng/l

< 50 ng/l

< 25 ng/l



BILAGA 3

LOGARITMISK SERIE AV KONCENTRATIONER LÄMPLIGA FÖR TOXICITETSTEST (9)

Kolumn (antalet koncentrationer mellan 100 och 10 eller mellan 10 och 1)*

1 2 3 4 5 6 7

100 100 100 100 100 100 100

32 46 56 63 68 72 75

10 22 32 40 46 52 56

3,2 10 18 25 32 37 42

1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24

1,0 3,2 6,3 10 14 18

1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

1,6 3,2 5,2 7,5

1,0 2,2 3,7 5,6

1,5 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1,3

1,0

* En serie av fem (eller flera) på varandra följande koncentrationer kan väljas ur en kolumn. Mittpunkterna
mellan koncentrationerna i kolumn (x) finns i kolumn (2x + 1). De listade värdena kan representera
koncentrationer uttryckta som procenthalt per volym eller vikt (mg/l ellerµg/l). Värdena kan om nödvändigt
multipliceras eller divideras med en eller flera tiopotenser. Kolumn 1 kan användas om det råder betydande
osäkerhet om toxicitetsnivån.



C.15. FISK, KORTTIDSTEST AVSEENDE TOXICITET PÅ EMBRYO- OCH
SÄCKYNGELSTADIERNA

1. METOD

Denna metod för korttidstest avseende toxicitet motsvarar OECD TG 212 (1998).

1.1 INLEDNING

Vid detta korttidstest avseende toxicitet på fiskembryon och säckyngel exponeras levnadsstadierna från nyligen
befruktade ägg till slutet av säckyngelstadiet. Inget foder ges vid detta test, och testet avslutas medan
säckynglen fortfarande får sin näring från gulesäcken.

Testet är avsett för bestämning av de letala och, i begränsad utsträckning, subletala verkningarna av kemikalier
på de specifika stadier och specifika arter som testas. Testet kan ge användbar information i flera avseenden:
dels bildar det en brygga mellan test avseende letala verkningar och test avseende subletala verkningar, dels kan
det användas som ett screeningtest inför ett komplett test av de tidiga levnadsstadierna eller för test avseende
kronisk toxicitet. Dessutom kan det användas för test av arter för vilka uppfödningsteknikerna inte är tillräckligt
utvecklade för att täcka perioden för övergång från endogentill exogen utfodring.

Man bör beakta att endast tester som täcker alla stadier av fiskens livscykel i regel kan ge en tillförlitlig
uppskattning om en kemikalies kroniska toxicitet för fisk, och att minskad exponering av levnadsfaser kan
medföra lägre känslighet och underskattning av den kroniska toxiciteten. Man kan därför anta att ett test på
embryon och säckyngel är mindre känsligt än ett komplett test av de tidiga levnadsstadierna, särskilt när det
gäller kemikalier som är starkt lipofila (log Pow > 4) och kemikalier med ett specifikt toxiskt verkningssätt. Man
kan dock förvänta sig mindre skillnader i känslighet mellan de två testerna när det gäller kemikalier som har ett
icke-specifikt, narkotiskt verkningssätt (1).

Fram till offentliggörandet av detta test har de flesta erfarenheterna från test på embryon och säckyngel erhållits
med sötvattenfiskenDanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae – sebrafisk). Närmare anvisningar
om testförfarandet för denna art finns i bilaga 1. Det finns dock inga hinder för att använda andra arter för vilka
det finns erfarenheter att tillgå (tabell 1).

1.2 DEFINITIONER

Lägsta koncentration vid vilken verkningar observeras (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC):
den lägsta testade koncentrationen av ett testämne vid vilken man kan observera signifikanta verkningar
(vid p < 0,05) jämfört med kontrollgruppen. Alla testkoncentrationer ovanför LOEC måste framkalla skadliga
verkningar som är lika stora eller större än de verkningar som kan observeras vid LOEC.

Koncentration vid vilken inga verkningar observeras (No Observed Effect Concentration, NOEC):
testkoncentrationen omedelbart under LOEC.



1.3 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

Fiskens embryo- och säckyngelstadier exponeras för en serie koncentrationer av testämnet upplöst i vatten.
Testprotokollet innehåller en möjlighet att välja mellan halvstatiskt test och genomflödestest. Det valda
alternativet beror på testämnets egenskaper. Testet inleds med att befruktade ägg placeras i testkärl. Testet
avslutas strax innan någon av gulesäckarna i något av testkärlen har absorberats helt eller innan ynglen i
kontrollgrupperna börjar dö på grund av svält. De letala och subletala verkningarna bedöms och jämförs med
kontrollgruppernas värden i syfte att bestämma den lägsta koncentrationen vid vilken verkningar observeras och
den koncentration vid vilken inga verkningar observeras. Alternativt kan verkningarna analyseras med hjälp av
en regressionsmodell i syfte att uppskatta den koncentration som framkallar en given procentuell verkan (t.ex.
LC/ECx, där x är en definierad procentuell verkan).

1.4 INFORMATION OM TESTÄMNET

Man bör ha tillgång till resultaten från ett test avseende akut toxicitet (se metod C. 1), som helst skall ha utförts
med samma art som används för detta test. Sådana resultat kan vara till hjälp vid valet av lämpliga
testkoncentrationer för testet på tidiga levnadsstadier. Testämnets vattenlöslighet (inbegripet lösligheten i
testvattnet) och ångtryck måste vara kända. Man bör ha tillgång till en tillförlitlig analysmetod för kvantifiering
av ämnet i testlösningen. Metoden bör ha känd och rapporterad noggrannhet och detektionsgräns.

För definition av testförhållandena bör man ange bl.a. testämnets strukturformel, ämnets renhet, stabilitet i ljus,
stabilitet i testförhållandena, pKa, Pow och resultaten från test avseende biologisk lättnedbrytbarhet
(se metod C. 4).

1.5 TESTETS GILTIGHET

För att testet skall vara giltigt måste följande villkor uppfyllas:

— Den totala överlevnaden hos de befruktade äggen i kontrollgrupperna, och i tillämpliga fall i kärlen med
rent lösningsmedel, måste vara högre eller lika med de gränsnivåer som definieras i bilagorna 2 och 3.

— Koncentrationen löst syrgas måste under hela testet ligga mellan 60 och 100 % av luftmättnadsvärdet
(ASV).

— Under testet får vattentemperaturen inte variera med mer än± 1,5°C mellan olika testkärl eller mellan
påföljande dagar. Vattentemperaturen bör hållas inom de temperaturgränser som specificerats för den art
som används (se bilagorna 2 och 3).

1.6 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.6.1 Testkärl

Kärl av glas eller annat kemiskt inert material kan användas. Kärlen måste vara tillräckligt stora med tanke på
lämplig fisktäthet (se avsnitt 1.7.1.2). Det rekommenderas att kärlen placeras slumpvis i testutrymmet. En
randomiserad blockutformning med en behandling per block är att föredra framför en fullständigt randomiserad
utformning, i de fall där det i laboratoriet förekommer sådana systematiska effekter som kan kontrolleras med
hjälp av blockuppdelning. Eventuell blockuppdelning måste beaktas i de efterföljande dataanalyserna.
Testkärlen bör avskärmas från oönskade störningar.



1.6.2 Val av fiskart

I tabell 1 A anges rekommenderade fiskarter. Det hindrar inte att andra arter används (se exemplen i tabell 1 B),
men då måste testförfarandet eventuellt justeras så att lämpliga testförhållanden kan säkerställas. I ett sådant
fall måste testrapporten innehålla en motivering för valet av art och testmetod.

1.6.3 Förvaring av fiskyngel

Närmare uppgifter om lämplig förvaring av fiskyngelstammen finns i OECD TG 2101 och i hänvisningarna (2),
(3), (4), (5), (6).

1.6.4 Hantering av embryon och yngel

Embryon och yngel kan exponeras i mindre kärl, placerade i huvudkärlet, med sidor eller ändar av nät som
möjliggör ett flöde av testlösning genom kärlet. För att få ett icke-turbulent flöde genom dessa små kärl kan de
hållas hängande från en arm som sänker och höjer kärlen (de får dock inte höjas över ytan). Ett sifonspolat
system kan också användas. Befruktade ägg av laxfiskar kan hållas på ställningar eller galler med så stora
öppningar att ynglen kan falla igenom efter kläckningen. Om halvstatiskt testförfarande med fullständig daglig
förnyelse används rekommenderas pasteur-pipetter för avlägsnandet av embryon och yngel (se avsnitt 1.6.6)

Om äggbehållare, galler eller nät har använts för att hålla äggen inom huvudkärlet tas dessa tillbehör bort efter
att ynglen har kläckts, med undantag av nät som behövs för att hålla fiskarna på plats. Om yngel måste flyttas
får de inte utsättas för luft, och nät får inte användas för att släppa ut fisk från äggbehållare (dessa
säkerhetsåtgärder är eventuellt inte nödvändiga om arten inte är så känslig, t.ex. när man använder karp).
Överföringstidpunkten varierar beroende på art och det är inte alltid nödvändigt med en överföring. Vid
halvstatiskt test kan man använda bägare eller grunda behållare, vid behov försedda med ett nät som finns en bit
ovanför bägarens botten. Om bägarnas volym är tillräcklig med tanke på fisktätheten (se 1.7.1.2) är det
eventuellt inte nödvändigt att överföra embryon eller yngel.

1.6.5 Vatten

Som testvatten kan användas allt vatten som uppfyller de kemiska kraven för godtagbart spädvatten enligt
bilaga 4 och i vilket testarternas kontrollgrupper har minst den överlevnadsgrad som anges i bilagorna 2 och 3.
Testvattnet bör ha konstant kvalitetunder hela testperioden. Vattnets pH-värde får variera med högst± 0,5 pH-
enheter. För att säkerställa att spädvattnet inte påverkar testresultaten på oönskat sätt (t.ex. genom
komplexbildning med testämnet) eller har skadliga verkningar på yngelstammens prestanda, tas vattenprover
regelbundet för analys. Mätningar av tungmetaller (t.ex. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd och Ni), viktiga anjoner och
katjoner, t.ex. (Ca, Mg, Na, K, Cl och SO4), bekämpningsmedel (t.ex. total mängd organiska fosforföreningar
eller total mängd organiska klorföreningar), totalt organiskt kol och uppslammade partiklar bör göras t.ex. var
tredje månad i fall där man vet att spädvattnet håller en relativt jämn kvalitet. Om vattenkvaliteten har visat sig
vara jämn under minst ett år kan dessa kontroller göras med längre intervall (t.ex. var sjätte månad).

1 OECD, Paris, 1992,Test Guideline 210, “ Fish, Early-life Stage Toxicity Test”.



1.6.6 Testlösningar

Testlösningar med de valda koncentrationerna bereds genom utspädning av en stamlösning.

Stamlösningen bör helst beredas genom enkel blandning eller omskakning av testämnet i spädvattnet på
mekanisk väg (t.ex. omrörning och ultraljud). Mättnadskolonner (löslighetskolonner) kan användas för att få
stamlösning av lämplig koncentration. Man bör så långt som möjligtundvika att använda lösnings- eller
dispergeringsmedel (lösningsagenter). Sådana medel kan dock i vissa fall behövas för att få en stamlösning av
lämplig koncentration. Lämpliga lösningsmedel är t.ex. aceton, etanol, metanol, dimetylformamid och
trietylenglykol. Lämpliga dispergeringsmedel är t.ex. Cremophor RH40, Tween 80, metylcellulosa (0,01 %) och
HCO-40. Om man använder agenter som är biologiskt lättnedbrytbara (t.ex. aceton) eller agenter med hög
flyktighet bör man iaktta särskild försiktighet eftersom sådana agenter kan orsaka problem med
bakterieansamling vid genomflödestest. Om en lösningsagent används får den inte ha signifikant verkan på
överlevnaden eller framkalla synliga skadliga verkningar på tidiga levnadsstadier (verkningar som framkommit
vid test med rent lösningsmedel). Användningen av sådana ämnen bör undvikas med alla medel.

Vid halvstatiskt test kan man välja mellan två olika förnyelseförfaranden. Det ena innebär att nya testlösningar
bereds i rena kärl och överlevande ägg och yngel överförs försiktigt till de nya kärlen i en liten volym gammal
lösning, samtidigt som man undviker exponering för luft. Det andra förfarandet innebär att organismerna hålls
kvar i kärlen medan en andel (minst tre fjärdedelar) av testvattnet byts ut. Hur ofta mediet måste förnyas beror
på testämnets stabilitet, men daglig förnyelse rekommenderas. Om resultaten från preliminära stabilitetstest (se
avsnitt 1.4) visar att testämnet inte är stabilt (dvs. utanför området 80–120 % av nominell koncentration eller
under 80 % av uppmätt startkoncentration) under ett helt förnyelseintervall, måste genomflödestest övervägas.
Under alla omständigheter bör man undvika att stressa ynglen när man förnyar vattnet.

För genomflödestest behövs ett system som kontinuerligt portionerar och späder ut stamlösning av testämnet, så
att man får en tillförsel av en serie koncentrationer till testkärlen. Stamlösningens och spädvattnets
flödeshastighet bör kontrolleras regelbundet, helst dagligen, och får inte variera med mer än 10 % under hela
testet. En flödeshastighet som motsvarar minst fem testkärlsvolymer per 24 timmar har konstaterats vara
lämplig (2).

1.7 FÖRFARANDE

I litteraturen finns information om kapaciteten hos toxicitetstest på fiskembryon och säckyngel. Ett antal
exempel på litteratur finns i hänvisningarna (7), (8), (9).

1.7.1 Exponeringsförhållanden

1.7.1.1 Varaktighet

Testet bör helst inledas inom 30 minuter efter befruktning av äggen. Embryona läggs i testlösningen före eller
så snart som möjligt efter att blastocysten påbörjar klyvning, ochunder alla omständigheter innan
gastrulastadiet inleds. Om äggen kommer från en kommersiell leverantör kan det hända att det inte är möjligt att
starta testet strax efter befruktningen. Testets känslighet kan allvarligt påverkas av en försenad teststart. Testet
måste inledas inom 8 timmar efter befruktningen. Eftersom ynglen inte utfodras under exponeringsperioden, bör
testet avslutas strax innan någon av gulesäckarna i något av testkärlen har absorberats helt eller innan ynglen i
kontrollgrupperna börjar dö på grund av svält. Testperiodens längd beror på den art som används. Vissa
rekommendationer gällande testperiodens längd finns i bilagorna 2 och 3.



1.7.1.2 Fisktäthet

Antalet befruktade ägg vid testperiodens början bör vara tillräckligt med tanke på statistiska krav. Äggen
fördelas slumpmässigt mellan behandlingsgrupperna. För varje koncentration används minst 30 befruktade ägg,
jämnt fördelade (eller så jämnt det möjligt – med vissa arter är det svårt att få likadana satser ) mellan minst tre
likadana testkärl. Fisktätheten (biomassa per volym testlösning) får inte vara högre än att man kan hålla
koncentrationen löst syrgas på minst 60 % ASV utan luftning. För genomflödestest rekommenderas en
fisktäthet som inte överskrider 0,5 g/l per 24 timmar och som under inga omständigheter överskrider 5 g/l
lösning (2).

1.7.1.3 Ljus och temperatur

Ljusperioden och vattentemperaturen bör anpassas till den art som testas (bilagorna 2 och 3). Temperatur-
övervakningen kan gärna ordnas med hjälp av ett extra testkärl.

1.7.2 Testkoncentrationer

I regel krävs fem koncentrationer av testämnet. Koncentrationerna bör ligga i en serie med en konstant faktor
som inte överskrider 3,2. När man väljer testkoncentrationsområde är det viktigt att beakta kurvan som visar
sambandet mellan LC50 och exponeringsperioden vid test avseende akut toxicitet. I vissa fall kan det vara
motiverat med mindre än fem koncentrationer, t.ex. vid gränstest, och ett snävare koncentrationsintervall. Om
mindre än fem koncentrationer används måste detta motiveras. Ämneskoncentrationer som är högre än LC50

under 96 timmar eller 100 mg/l, beroende på vilken som är lägre, behöver inte testas. Ämnen får inte testas
ovanför sin löslighetsgräns i testvattnet.

Om en lösningsagent används för att underlätta beredningen av testlösningar (se avsnitt 1.6.6) får agentens
slutkoncentration i testkärlet inte överskrida 0,1 ml/l och samma slutkoncentration bör användas i alla testkärl.

1.7.3 Kontrollsatser

En kontrollsats med spädvatten (med tillämpliga replikat) och, om det är relevant, en kontrollsats med
lösningsagenten (med tillämpliga replikat) bör köras utöver testserierna.

1.7.4 Frekvensen för analytiska bestämningar och mätningar

Under testets gång bör testämnets koncentrationer bestämmas med regelbundna intervall.

Vid halvstatiskt test, där testämnets koncentration bör hållas inom± 20% av den nominella koncentrationen
(dvs. inom området 80 – 120 %, se avsnitten 1.4 och 1.6.6), rekommenderas att de högsta och lägsta
testkoncentrationerna åtminstone analyseras strax efter beredningen och strax före förnyandet vid minst tre
tillfällen som är jämnt fördelade över testperioden (analyserna görs på ett prov av samma lösning – när den är
nyberedd och när den förnyas).

Om det är förväntat att testämnets koncentration inte kommer att hållas inom± 20 % av den nominella
koncentrationen (på grundval av stabilitetsdata om ämnet) måste alla testkoncentrationer analyseras, när de är
nyberedda och när de förnyas, men enligt samma schema (dvs. vid minst tre tillfällen som är jämt fördelade
över hela testperioden). Bestämning av testämnets koncentration före förnyandet behöver bara göras på ett
replikatkärl per testämneskoncentration. Intervallet mellan bestämningarna får inte vara längre än sju dagar. Det
rekommenderas att resultaten grundar sig på de uppmätta koncentrationerna. Om det däremot finns bevis för att
testämnets koncentration i lösningen på ett tillfredsställande sätt har hållits inom ± 20 % av den nominella eller
uppmätta startkoncentrationen under hela testperioden, kan resultaten grunda sig på nominella eller uppmätta
startvärden.



Vid genomflödestest kan man lämpligen använda samma provtagningsschema som för halvstatiskt test (även
om mätningen av ”gammal” lösning då inte är tillämplig). Om testperioden sträcker sig över mer än sju dagar
kan det vara tillrådligt att utöka antalet provtagningstillfällenunder den första veckan (t.ex. tre
mätningsomgångar) för att kontrollera att testkoncentrationerna hålls stabila.

Proverna kan behöva centrifugeras eller filtreras (t.ex. med porstorlek 0,45µm). Eftersom det inte alltid är
möjligt att separera den icke-biotillgängliga fraktionen av testämnet från den biotillgängliga fraktionen genom
centrifugering eller filtrering bör emellertid dessa behandlingarundvikas.

Under testets förlopp mäts upplöst syrgas, pH och temperatur i alla testkärl. Totalhårdhet och salthalt
(om relevant) mäts i kontrollsatserna och i ett kärl med den högsta koncentrationen. Upplöst syrgas och salthalt
(om relevant) mäts minst tre gånger (vid testets början, mitt och slut). Vid halvstatiskt test rekommenderas att
upplöst syrgas mäts oftare, helst före och efter varje vattenförnyelse eller minst en gång i veckan. Vid
halvstatiskt test mäts pH i början och i slutet av varje vattenförnyelse och vid genomflödestest minst varje
vecka. Hårdheten mäts en gång per test. Temperaturen bör mätas dagligen och helst övervakas kontinuerligt i
minst ett testkärl.

1.7.5 Observationer

1.7.5.1 Stadiet för embryonal utveckling

Det embryonala stadium (dvs. gastrulastadium ) som råder när exponeringen för testämnet inleds bör bekräftas
så exakt som möjligt. Detta kan göras på ett representativt prov av ägg som har förvarats på lämpligt sätt. Även
litteratur kan konsulteras i fråga om beskrivning och illustration av de embryonala stadierna (2), (5), (10) och
(11).

1.7.5.2 Kläckning och överlevnad

Observationer av kläckning och överlevnad bör göras minst en gång per dag. Alla antal bör registreras. Det kan
vara önskvärt med tätare observationer i början av testperioden (t.ex. med 30 minuters intervall under de tre
första timmarna) eftersom överlevnadstiderna i vissa fall kan ha större relevans än blotta antalet dödsfall (t.ex.
när det förekommer akuta toxiska verkningar). Döda embryon och yngel bör avlägsnas så snart de observeras,
eftersom förruttnelse kan ske snabbt. Yttersta försiktighet bör iakttas när döda individer avlägsnas så att man
inte slår till eller orsakar fysiska skador på närliggande ägg eller yngel eftersom de är extremt sköra och
känsliga. Kriterierna för död varierar beroende på levnadsstadium:

— Ägg: särskilt i tidiga stadier en tydligt förlust av genomskinlighet och färgförändringar orsakade av
koagulering eller utfällning av protein, vilket leder till ett vitt ogenomskinligt utseende.

— Embryon: avsaknad av kroppsrörelse, avsaknad av hjärtslag eller ogenomskinlig missfärgning hos arter
vars embryon normalt är genomskinliga.

— Yngel: orörlighet, avsaknad av andningsrörelse, avsaknad av hjärtslag, vit ogenomskinlig färgning av
centrala nervsystemet eller avsaknad av reaktion på mekanisk stimulering.



1.7.5.3 Onormalt utseende

Gulesäckens absorptionsstadium och antalet yngel som har onormal kroppsform eller pigmentering bör
registreras med intervall vars längd bestäms enligt testperiodens längd och karaktären hos de abnormaliteter det
gäller. Man bör beakta att onormala embryon och yngel även förekommer av naturliga skäl, och kan för vissa
arter uppgå till flera procent i kontrollgruppen (kontrollgrupperna). Onormala djur bör inte avlägsnas från
testkärlet förrän de har dött.

1.7.5.4 Onormalt beteende

Abnormaliteter, t.ex. hyperventilation, okoordinerat simmande och atypisk passivitet bör registreras med
intervall vars längd bestäms enligt testperiodens längd. Sådana verkningar kan vara svåra att kvantifiera men
kan, när de observeras, vara till hjälp vid tolkningen av dödlighetsdata, dvs. ge upplysningar om ämnets toxiska
verkningssätt.

1.7.5.5 Längd

Vid testets slut rekommenderas mätning av individuella längder. Om det förekommer röta på stjärtfenan eller
frätning av fenorna bör standardlängder användas. I ett väl utfört test bör variationskoefficienten med avseende
på längden hos replikaten i kontrollgrupperna i regel vara≤ 20 %.

1.7.5.6 Vikt

Vid testets slut kan individuella vikter bestämmas. Härvid är torrvikt (24 timmar vid 60°C) att föredra framför
våtvikt (avtorkning). I ett väl utfört test bör variationskoefficienten med avseende på vikt för replikaten i
kontrollgrupperna i regel vara≤ 20 %.

Från dessa observationer fås följande data, till alla delar eller delvis, för statistisk analys:

— Kumulativ mortalitet.

— Antalet friska yngel vid försökets slut.

— Tidpunkten för kläckningens början och slut (dvs. kläckning till 90 % i varje replikat).

— Antalet yngel som kläcks per dag.

— Längd (och vikt) för överlevande djur vid testets slut.

— Antalet yngel som är missbildade eller har onormalt utseende.

— Antalet yngel som beter sig onormalt.



2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Det rekommenderas att en statistiker deltar i både utformning och analys av testet, eftersom metoden medger
betydande variationer i fråga om testutformning, t.ex. antalet testkärl, antalet testkoncentrationer, ursprungligt
antal befruktade ägg och vilka parametrar som mäts. Med hänvisning till de många alternativen för
testutformning ges inga specifika anvisningar om statistiska procedurer.

Om man avser att uppskatta LOEC- eller NOEC-värden är det nödvändigt att analysera variationerna inom varje
replikatgrupp med hjälp av variansanalys (ANOVA) eller kontingenstabellprocedurer. För multipla jämförelser
mellan resultaten vid enskilda koncentrationer och resultaten för kontrollgrupperna kan Dunnetts metod
rekommenderas (12), (13). Det finns också exempel på andra användbara metoder (14), (15). Storleken på den
verkan som kan detekteras med hjälp av ANOVA eller andra procedurer (dvs. testets kapacitet) beräknas och
rapporteras. Anmärkningsvis kan konstateras att analys med ANOVA inte lämpar sig för alla observationer som
uppräknas i avsnitt 1.7.5.6. Kumulativ mortalitet och antalet friska yngel i slutet av testet kan t.ex. analyseras
med probitmetoder.

Om man avser att uppskatta värden på LC eller ECx bör en eller flera kurvor, t.ex. logistisk kurva, anpassas till
relevanta data med hjälp av en statistisk metod, t.ex. minsta kvadrat-metoden eller icke-linjär minsta kvadrat-
metod. Kurvan (kurvorna) parametriseras så att relevanta värden på LC eller ECx och motsvarande standardfel
kan uppskattas direkt. Därigenom underlättas beräkningen av konfidensintervallet kring LC eller ECx betydligt.
Tvåsidig konfidens på 95 % bör tillämpas, utom när det finnsgoda skäl för att föredra avvikande
konfidensnivåer. Anpassningsproceduren bör helst ge tillgång till ett medel för bedömning av signifikansen
eller bristen på signifikans. Grafiska metoder för kurvanpassning kan användas. Regressionsanalys är lämplig
för alla observationer som uppräknas i avsnitt 1.7.5.6.

2.2 TOLKNING AV RESULTATEN

Resultaten bör tolkas med försiktighet när de uppmätta koncentrationerna av det toxiska ämnet i testlösningen
ligger på nivåer nära analysmetodens detektionsgräns. Likaså bör man vara försiktig vid tolkning av resultaten
när det gäller koncentrationer ovanför ämnets vattenlöslighetsgräns.

2.3 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla nedan angivna uppgifter.

2.3.1 Testämne:

— Aggregationstillstånd och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Kemiska identifieringsdata, inklusive renhet och i tillämpliga fall analysmetod för kvantificering av
testämnet.

2.3.2 Testdjur:

— Vetenskapligt namn, stam, antalet föräldrafiskar (dvs. hur många honor som behövdes för produktion av
det antal ägg som användes i testet), ursprung, metoden för insamling av befruktade ägg och efterföljande
behandling av äggen.



2.3.3 Testförhållanden:

— Testförfarande som har använts (t.ex. halvstatiskt test eller genomflödestest), tiden mellan befruktningen
och testets början, fisktäthet osv.).

— Ljusperiod(er).

— Testets utformning (t.ex. antalet testkärl och replikat, antalet embryon per replikat).

— Metoden för beredning av stamlösningar och förnyelsefrekvensen (i förekommande fall bör även
lösningsagenten och dess koncentration anges).

— Nominella testkoncentrationer, uppmätta värden, deras medelvärden och standardavvikelser i testkärlen
och den metod med vilken dessa erhölls. Om testämnets är vattenlösligt vid koncentrationer under de
testade, måste man bevisa att mätningarna hänför sig till testämnets koncentrationer i lösningen.

— Spädvattnets egenskaper: pH, hårdhet, koncentrationen upplöst syrgas, restklornivåer (om de har
uppmätts), totalt organiskt kol, partikelinnehåll, testmediets salthalt (om den har uppmätts) och resultatet
av alla övriga mätningar.

— Vattenkvaliteten i testkärlen: pH, hårdhet, temperatur och halten upplöst syrgas.

2.3.4 Resultat:

— Resultaten från eventuella preliminära test gällande testämnets stabilitet.

— Bevis för att kontrollgrupperna uppfyller normerna för total överlevnad för testdjur (bilagorna 2 och 3).

— Data om mortalitet och överlevnad på embryo- och yngelstadiet och total mortalitet och överlevnad.

— Antalet dagar fram till kläckning och antalet kläckta ägg.

— Data om längd (och vikt).

— Förekomst och beskrivning av morfologiska abnormaliteter (i förekommande fall).

— Förekomst och beskrivning av verkningar på beteendet (i förekommande fall).

— Statistisk analys och behandling av data.

— För test som analyseras med hjälp av ANOVA bör man rapportera den lägsta koncentration vid vilken
verkningar observeras (LOEC) vid p = 0,05 och den koncentration vid vilken inga verkningar observeras
(NOEC) för varje respons som har varit föremål för bedömning, tillsammans med en beskrivning av de
statistiska procedurer som har använts och angivelse av hur stark verkan som kunde detekteras.

— För test som har analyserats med hjälp av regressionstekniker bör man ange LC eller ECx,
konfidensintervall och en kurva med den anpassade modell som har använts för beräkningen.

— Motiveringar för varje avvikelse från denna testmetod.
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TABELL 1 A: FISKARTER SOM REKOMMENDERAS FÖR TESTNING

SÖTVATTEN

Oncorhynchus mykiss

Regnbågslax (9), (16)

Danio rerio

Sebrafisk (7), (17), (18)

Cyprinus caprio

Karp (8), (19)

Oryzias latipes

Japanese ricefish/Medaka (20), (21)

Pimephales promelas

Fathead minnow (8), (22)

TABELL 1 B: EXEMPEL PÅ ÖVRIGA VÄLDOKUMENTERADE ARTER

SOM OCKSÅ HAR ANVÄNTS

SÖTVATTEN SALTVATTEN

Carassius auratus

Guldfisk (8)

Menidia peninsulae

Tidewater silverside (23), (24), (25)

Lepomis macrochirus

Solaborre (”Bluegill”) (8)

Clupea harengus

Sill (24), (25)

Gadus morhua

Torsk (24), (25)

Cyprinodon variegatus

Sheepshead minnow (23), (24), (25)



BILAGA 1

ANVISNINGAR FÖR TOXICITETSTEST PÅ EMBRYON

OCH SÄCKYNGEL AV SEBRAFISK (Brachydanio rerio)

INLEDNING

Sebrafisken härstammar från indiska Coromandel-kusten där den lever i snabbströmmande vatten. Den är en
vanlig akvariefisk som tillhör karpfamiljen. Information om vård och odling finns i allmänt tillgängliga
referensböcker om tropiska fiskar. En översikt över sebrafiskens biologi och användning för fiskforskning har
sammanställts av Laale (1).

Fisken blir sällan längre än 45 mm. Den har en cylinderformad kropp med 7 – 9 mörkblå silverskiftande
strimmor. Strimmorna löper in i stjärt- och analfenorna. Ryggen är olivgrön. Hanarna är slankare än honorna.
Honorna är mer silverskiftande och har en svällande buk, särskilt före romläggningen.

Vuxna exemplar klarar av stora variationer i temperatur, pH och vattenhårdhet. För att få friska exemplar som
producerar ägg av god kvalitet bör man dock se till att betingelserna är optimala.

Vid romläggningen följer hanen efter honan och trycker sig mot henne, och äggen befruktas efterhand som de
kommer ut. Äggen, som är genomskinliga och icke-vidhäftande, faller till botten där de i vissa fall kan bli
uppätna av föräldrarna. Romläggningen påverkas av ljus. Om morgonljuset ärtillräckligt lägger fisken i regel
sin rom under de första timmarna efter soluppgången.

En hona kan producera satser om hundratals ägg med en veckas intervall.

BETINGELSER FÖR FÖRÄLDRAGENERATIONEN, REPRODUKTION OCH TIDIGA
LEVNADSSTADIER

Ett antal friska exemplar väljs ut och hålls i lämpligt vatten (se t.ex. bilaga 4) under minst två veckor före
planerad romläggning. Fiskgruppen bör ha producerat minst en sats avkomma innan den producerar de ägg som
används för testet. Fisktätheten under denna period får inte överskrida 1 gram fisk perliter. Om vattnet byts
regelbundet eller om det finns ett reningssystem kan högre täthettillåtas. Temperaturen i förvaringskärlen bör
hållas på 25 ± 2°C. Fisken bör få varierande foder, såväl vanligt torrfoder som levande foder, t.ex. nyckläckta
artemia, mygglarver, daphnia och vita maskar (enkyträer).

Nedan beskrivs två förfaranden som i praktiken har gett tillräcklig mängd friska och befruktade ägg för
testningsändamål.

i. Åtta hanar och 16 honor placeras i en behållare som innehåller 50liter spädvatten. Behållaren bör vara
avskärmad från direkt ljus och lämnas så ostörd som möjligt i minst 48 timmar. På eftermiddagen till den
dag som föregår testets början placeras en romläggningsbricka på akvariets botten. Romläggningsbrickan
består av en ram (plexiglas eller annat lämpligt material) som är 5 – 7 cm hög med ett grovt nät
(2–5 mm) fäst upptill och ett fint nät (10 – 30µm) nedtill. Ett antal ”romläggningsträd” av otvinnat
nylonrep fästes vid det grova nätet. Efter att fiskarna har hållits i mörker i 12 timmar utsätts de för ett
svagt ljus som stimulerar till romläggning. Två till fyra timmar efter romläggningen tas
romläggningsbrickan bort och äggen samlas in. Romläggningsbrickan hindrar fiskarna från att äta upp
äggen och underlättar samtidigt insamling av äggen. Fiskgruppen bör ha lagt rom minst en gång innan
den lägger den rom som används för testet.



ii. 5–10 hanar ochhonor förvaras separat i minst två veckor före den planerade romläggningen. Efter 5 – 10
dagar har honorna uppsvälld buk och deras genitalpapiller är synliga. Hanfiskarna har inga papiller.
Romläggningen utförs i romläggningsbehållare med nätförsedd botten (se ovan). Behållaren fylls med
spädvatten så att vattendjupet ovanför nätet är 5 – 10 cm. En hona och två hanar placeras i behållaren två
dagar före den planerade romläggningen. Vattentemperaturen ökas stegvistill ett värde som är en grad
högre än acklimatiseringstemperaturen. Ljuset släcks och behållarna lämnas så ostörda som möjligt. På
morgonen tänds ett svagt ljus för att stimulera romläggningen. Efter2 – 4 timmar tas fiskarna bort och
äggen samlas in. Om det behövs större äggmängder än en hona kan producera kan man använda
tillräckligt antal parallella romläggningsbehållare. De enskilda honornas reproduktionskapacitet
registreras före testet (satsens storlek och kvalitet) för att ge möjlighet att välja uthonorna med de bästa
reproduktionsegenskaperna för romläggningen.

Äggen överförs till testkärlen med hjälp av glasrör (innerdiameter minst 4 mm) som är försedda med en mjuk
sugboll. Vid överföring av äggen bör den medföljande vattenmängden vara såliten som möjligt. Äggen är
tyngre än vatten och sjunker ut ur röret. Det är viktigt att se till att ägg (och yngel) inte kommer i kontakt med
luft. Ett eller flera prover av satsen eller satserna undersöks i mikroskop för att kontrollera att det inte
förekommer irregulariteter i de första utvecklingsstadierna. Det är inte tillåtet att desinfektera äggen.

Mortaliteten för äggen är högstunder de första 24 timmarna efter befruktningen. Under denna period är det
vanligt med en mortalitet på 5 – 40 %. Äggen kan degenerera till följd misslyckad befruktning eller
utvecklingsstörningar. Äggens kvalitet verkar bero på fiskhonan, eftersom vissa honor genomgående producerar
ägg av god kvalitet medan andra aldrig gör det. Även utvecklingshastigheten och kläckningshastigheten varierar
mellan olika satser. Framgångsrikt befruktade ägg och säckyngel överlever till stor del, i regel över 90 %. Vid
25°C kläcks äggen 3 – 5 dagar efter befruktningen och gulesäcken har absorberats cirka 13 dagar efter
befruktningen.

Den embryonala utvecklingen har definierats väl av Hisaoka och Battle (2). Äggen och nykläckta yngel är
genomskinliga och därför kan man följa med fiskens utveckling och observera eventuella missbildningar. Cirka
fyra timmar efter romläggningen kan man se skillnaden mellan obefruktade ägg och befruktade ägg (3). För
denna undersökning placeras ägg och yngel i små testkärl och granskas under mikroskop.

De testbetingelser som bör användas för de tidiga levnadsstaderna uppräknas i bilaga 2. Optimala värden för pH
och spädvattnets hårdhet är 7,8 respektive 250 mg CaCO3/l.

BERÄKNINGAR OCH STATISTIK

En tvåstegsmetod rekommenderas. Först görs en statistisk analys av data gällande mortalitet,onormal
utveckling och kläckningstid. Därefter görs en statistisk utvärdering av kroppslängden hos de exemplar som
behandlats i koncentrationer vid vilka inga skadliga verkningar på någon av de nämnda parametrarna har
detekterats. Denna metod rekommenderas eftersom ett toxiskt ämne selektivt kan döda mindre fisk, förlänga
kläckningstiden och framkalla grova missbildningar, vilket leder till missvisande längdmätningsresultat.
Dessutom mäts ungefär samma antal fiskar per behandling, vilket säkerställer de statistiska resultatens giltighet.



BESTÄMNING AV LC 50 OCH EC50

Procentandelen överlevande ägg och yngel beräknas och korrigeras för mortaliteten i kontrollgrupperna, enligt
Abbotts formel (4):

P C P
C

x= − −100 100)( '

där
P = korrigerad procentandel överlevande,

P′ = procentandel överlevande som observerats i testkoncentrationen,
C = procentandelen överlevande i kontrollgruppen.

I mån av möjlighet bestäms LC50 vid testets slut med en lämplig metod.

Anvisningar för hur man kan få in morfologiska abnormaliteter i EC50-statistiken har publicerats av Stephan
(5).

UPPSKATTNING AV LOEC OCH NOEC

Ett av syftena med testet på ägg och säckyngel är att jämföra koncentrationer över noll med kontrollgruppens
koncentrationer, dvs. att bestämma värdet på LOEC. Därför bör förfaranden med multipeljämförelse användas
(6), (7), (8), (9). (10).
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BILAGA 2

TESTBETINGELSER, TESTPERIOD OCH ÖVERLEVNADSKRITERIER FÖR REKOMMENDERADE ARTER

ARTER TEMP. ( 0C) SALT-HALT

(0/00)

LJUS-
PERIOD
(timmar)

STADIERNAS LÄNGD
(dagar)

TYPISK TESTPERIOD ÖVERLEVNAD I
KONTROLLGRUPPER,

(MINIMUM, %)

Embryo Säckyngel Kläcknings-
framgång

Efter
kläckning

SÖTVATTEN

Brachydanio rerio

Sebrafisk

25 ± 1 – 12–16 3–5 8–10
Så snart som möjligt efter
befruktning (tidigt
gastrulastadium) till fem dagar
efter kläckning (8–10 dagar)

80 90

Oncorhynchus mykiss

Regnbågslax

10 ± 1(1)

12 ± 1(2)

– 0 (a) 30–35 25–30
Så snart som möjligt efter
befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 20 dagar
efter kläckning (50–55 dagar)

66 70

Cyprinus carpio

Karp

21–25 – 12–16 5 > 4
Så snart som möjligt efter
befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 4 dagar
efter kläckning (8–9 dagar)

80 75

Oryzias latipes

Japanese ricefish/Medaka

24 ± 1(1)

23 ± 1(2)
– 12–16 8-11 4–8

Så snart som möjligt efter
befruktning (tidigt gastrula-
stadium) till 5 dagar efter
kläckning (13–16 dagar)

80 80

Pimephales promelas

Fathead minnow

25 ± 2 – 16 4–5 5
Så snart som möjligt efter
befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 4 dagar
efter kläckning (8–9 dagar)

60 70

(1)För embryon (2)För yngel (a)Mörker för embryon och yngel tills att det gått en vecka efter kläckning, utom när de inspekteras. Därefter dämpad belysning till testets slut.



BILAGA 3

TESTSBETINGELSER, TESTPERIOD OCH ÖVERLEVNADSKRITERIER FÖR ANDRA VÄLDOKUMENTERADE ARTER

TEMP
. (oC)

SALT-HALT
(0/00)

LJUSPERIOD
(timmar)

STADIERNAS LÄNGD
(dagar)

ÖVERLEVNAD I
KONTROLLGRUPPER,

(MINIMUM, %)
ARTER

EMBRYO TEST PÅ
SÄCK-YNGEL

TYPISK PERIOD FÖR TEST PÅ EMBRYO OCH
SÄCKYNGEL

Kläcknings-
framgång

Efter
kläckning

SÖTVATTEN

Carassius auratus

Guldfisk

24 ± 1 – – 3–4 > 4
Så snart som möjligt efter befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 4 dagar efter kläckning (7 dagar) – 80

Leopomis macrochirus

”Blugill sunfish”

21 ± 1 – 16 3 > 4
Så snart som möjligt efter befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 4 dagar efter kläckning (7 dagar) – 75

SALTVATTEN

Menidia peninsulae

”Tidewater silverside”

22–25 15–22 12 1,5 10
Så snart som möjligt efter befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 5 dagar efter kläckning (6–7
dagar)

80 60

Clupea harengus

Sill

10 ± 1 8–15 12 20–25 3–5
Så snart som möjligt efter befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 3 dagar efter kläckning (23–27
dagar)

60 80

Gadus morhua

Torsk

5 ± 1 5–30 12 14–16 3–5
Så snart som möjligt efter befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 3 dagar efter kläckning (18
dagar)

60 80

Cyprinodon variegatus

”Sheepshead minnow”

25 ± 1 15–30 12 – –
Så snart som möjligt efter befruktning (tidigt
gastrulastadium) till 4 eller 7 dagar efter kläckning
(28 dagar)

> 75 80



BILAGA 4

NÅGRA KEMISKA EGENSKAPER FÖR GODTAGBART SPÄDVATTEN

ÄMNE KONCENTRATIONER

Partikelinnehåll < 20 mg/l

Totalt organiskt kol < 2 mg/l

Ojoniserad ammoniak < 1µg/l

Restklor < 10µg/l

Total mängd bekämpningsmedel typ organiska
fosforföreningar

< 50 ng/l

Total mängd bekämpningsmedel typ organiska
klorföreningar samt polyklorerade bifenyler

< 50 ng/l

Total mängd organiskt bundet klor < 25 ng/l



C.16. HONUNGSBIN – TEST AVSEENDE AKUT TOXICITET (ORALT)

1. METOD

Denna testmetod för akut toxicitet motsvarar OECD TG 213 (1998).

1.1 INLEDNING

Detta test är en laboratoriemetod för bedömning av växtskyddsprodukters och andra kemikaliers akuta toxicitet
(oralt) på vuxna arbetsbin.

Vid bedömning och utvärdering av olika ämnens toxiska egenskaper kan det vara nödvändigt att bestämma den
akuta toxiciteten (oralt) på honungsbin, t.ex. när det är sannolikt att bin kommer att exponeras för en viss
kemikalie. Testet för akut toxicitet (oralt) används för att bestämma bekämpningsmedels och kemikaliers
toxicitet för bin. Resultatet av detta test används för att avgöra om det behövs ytterligare utvärderingar.
Metoden kan särskilt användas i stegvisa program för bedömning av de risker som bekämpningsmedel kan
medföra för bin. Dessa program bygger på en sekventiell arbetsgång från laboratorietoxicitetstest till semifält-
och fältförsök (1). Bekämpningsmedel kan testas som verksamma ämnen eller som formulerade produkter.

En giftekvivalent bör användas för att fastställa binas känslighet och testförfarandets noggrannhet.

1.2 DEFINITIONER

Akut toxicitet (oralt): de skadliga verkningar som uppträder inom en period på högst 96 timmar efter oral
tillförsel av en engångsdos av testämnet.

Dos: den mängd testämne som tillförs. Dosen uttrycks som vikten (µg) testämne per försöksdjur (µg/bi). Den
faktiska dosen per enskilt bi kan inte beräknas eftersom bina matas kollektivt, men det går att uppskatta en
genomsnittsdos (total konsumtion av testämnet dividerat med antalet testbin i en bur).

LD 50 (median letal dos) oralt: en statistiskt fastställd engångsdos av ett ämne som kan förväntas leda till
döden för 50 % av de djur som fått dosen på oral väg. LD50-värdet uttrycks somµg testämne per bi. När det
gäller bekämpningsmedel kan testämnet vara ett verksamt ämne eller en formulerad produkt som innehåller ett
eller flera verksamma ämnen.

Mortalitet: ett djur registreras som dött när det är helt orörligt.

1.3 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

Vuxna arbetsbin honungsbi (Apis mellifera) exponeras för en serie doser av testämnet som dispergerats i
sackaroslösning. Därefter utfodras bina med samma foder, men utan tillsats av testämne. Mortaliteten
registreras dagligen under minst 48 timmar och jämförs med kontrollgruppens värden. Om mortaliteten ökar
under perioden24–48 timmar efter tillförseln, medan kontrollgruppens mortalitet hålls på engodtagbar nivå,
dvs. < 10 %, bör testet förlängas till högst 96 timmar. Resultaten analyseras för beräkning av LD50 vid 24 och
48 timmar och, om testet har förlängts, även vid 72 och 96 timmar.

1.4 TESTETS GILTIGHET

För att testet skall vara giltigt måste följande villkor uppfyllas:

— Genomsnittsmortaliteten för det totala antalet kontrolldjur får inte överskrida 10 % vid testets slut.

— De värden som erhålls för LD50för giftekvivalenterna skall ligga inom det specificerade området.



1.5 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.5.1 Insamling av bin

För testet används unga vuxna arbetsbin av samma ras, ålder, näringstillstånd osv. Bina tas från adekvat
utfodrade, friska, så långt som möjligt sjukdomsfria samhällen med renrasiga drottningar med känd historia och
fysiologisk status. Bina bör samlas in på testdagens morgon eller kvällen före testet och hållas i
testförhållandena fram till följande dag. Bin som insamlats från yngelfria ramar rekommenderas. Insamling
tidigt på våren eller sent på hösten bör undvikas eftersom bina då har genomgått fysiologiska förändringar. Om
ett test måste genomföras tidigt på våren eller sent på hösten kan bina kläckas i en inkubator och födas upp med
”bibröd” (pollen som insamlats från vaxkakan) och sackaroslösning under en vecka. Bin som har behandlats
med kemiska ämnen såsom antibiotika, varroabekämpningsmedel osv. får inte användas för toxicitetstest förrän
det har gått fyra veckor från att den sista behandlingen avslutades.

1.5.2 Förvarings- och utfodringsförhållanden

Burarna bör vara enkla att rengöra och välventilerade. Burarna kan vara tillverkade i t.ex. rostfritt stål, nät eller
plast. Även träburar för engångsbruk kan användas. Grupper om tio bin per bur rekommenderas. Burarnas
storlek bör anpassas efter antalet bin och vara tillräckligt rymliga.

Bina hålls i mörker i ett testrum med en temperatur på 25± 2°C. Den relativa fuktigheten, i regel kring
50–70 %, registrerasunder hela testförloppet. Hanteringen, såsom behandling och observationer, kan däremot
genomföras i (dags)ljus. Som foder ges sackaroslösning i vatten med en slutkoncentration på 500 g/l (50 % vikt
per volym). Efter tillförsel av testdoserna ges bina fri tillgång till foder. Utfodringssystemet bör vara utformat
på sådant sätt att foderkonsumtionen per bur kan registreras (se avsnitt 1.6.3.1). För utfodringen kan ett
ca 50 mm långt och 10 mm brett glasrör användas, vars öppna ända smalnar av till en diameter på cirka 2 mm.

1.5.3 Förberedelse av bina

De insamlade bina fördelas slumpvis i testburarna som placeras ut slumpvis i testrummet.

Bina kan hållas utan foder i upp till 2 timmar före testets början. Det rekommenderas att bina inte ges foder före
behandlingen för att alla bin skall ha jämförbart tarminnehåll vid testets början. Döende bin avlägsnas och
ersätts med friska bin före testets början.

1.5.4 Förberedelse av doserna

Om testämnet är vattenlösligt kan det dispergeras direkt i en 50 % sackaroslösning. För tekniska produkter och
ämnen med låg vattenlöslighet kan ett organiskt lösningsmedel, emulgeringsämnen eller dispergeringsämnen
med låg toxicitet användas som vehikel (t.ex. aceton, dimetylformamid eller dimetylsulfoxid).
Vehikelkoncentrationen beror på testämnets löslighet och bör vara densamma för alla testkoncentrationer. I
regel är en vehikelkoncentration på 1 % lämplig och denna koncentration bör inte överskridas.

Det behövs också lämpliga kontrollösningar, dvs. om lösningsmedel eller dispergeringsmedel används för att
lösa upp testämnet måste två separata kontrollgrupper användas: en som får vattenlösning och en som får
sackaroslösning med lösningsmedlet eller vehikeln i samma koncentration som används för
doseringslösningarna.



1.6 FÖRFARANDE

1.6.1 Test- och kontrollgrupper

Antalet doser och replikat som testas bör väljas så att de uppfyller de statistiska kraven för bestämning av LD50

med 95 % konfidensintervall. I regel används fem doser i en geometrisk serie med en faktor på högst 2,2.
Doserna bör täcka området för LD50. Utspädningsfaktorn och antalet doskoncentrationer fastställs med
beaktande av toxicitetskurvans lutning (dos i förhållande till mortalitet) och den statistiska metod som används
för analys av resultaten. Ett preliminärt test kan användas som stöd för valet av lämpliga doskoncentrationer.

Varje testkoncentration bör ges till minst tre likadana testgrupper med tio bin per grupp. Utöver själva
testserierna bör minst tre kontrollgrupper med tio bin per grupp också behandlas. Kontrollgrupper bör också
användas för eventuella lösningsmedel eller vehiklar som används (se avsnitt 1.5.4).

1.6.2 0alent

Testserien bör även omfatta en giftekvivalent. Minst tre doser bör väljas på sådant sätt att de täcker det
förväntade LD50-värdet. Minst tre likadana burar med tio bin per bur bör användas för varje testdos. Som
giftekvivalent rekommenderas dimetoat, vars LD50-värde (oralt, 24 timmar) enligt rapporterade uppgifter ligger
inom området 0,10–0,35µg verksamt ämne per bi (2). Även andra giftekvivalenter kan godtas förutsatt att man
har tillgång till tillräckliga data om förväntad dosrespons (t.ex. paration).

1.6.3 Exponering

1.6.3.1 Tillförsel av doser

Varje testgrupp med bin ges 100–200µl 50 % sackaroslösning i vatten som innehåller vald koncentrationen av
testämnet. För ämnen som har låg löslighet, låg toxicitet eller låg koncentration i formuleringen krävs en större
volym, eftersom större proportioner måste användas i sackaroslösningen. Mängden behandlat foder som
konsumeras per grupp följs upp. När utfodringsbehållaren är tom (i regel inom 3–4 timmar) tas den ut ur buren
och ersätts med en behållare som innehåller ren sackaroslösning. Bina får därefter fri tillgång till
sackaroslösning. För vissa ämnen kan högre koncentrationer i testdosen leda till att bina avvisar den och endast
konsumerar lite eller inget alls. Efter en period på högst 6 timmar bör okonsumerat behandlat foder ersättas med
ren sackaroslösning. Mängden konsumerat behandlat foder uppskattas (t.ex. genom mätning av återstodens
volym eller vikt).

1.6.3.2 Testperiodens längd

Testet fortsätts i regel i 48 timmar efter det att testlösningen har ersatts med ren sackaroslösning. Om
mortaliteten fortsätter att stiga med mer än 10 % efter de första 24 timmarna bör testperioden förlängas (till
högst 96 timmar), förutsatt att kontrollgruppens mortalitet inte överskrider 10 %.

1.6.4 Observationer

Mortaliteten registreras när det har gått 4 timmar från testets början och därefter vid 24 timmar och 48 timmar
efter tillförsel av dosen. Om det behövs en förlängd testperiod görs efterföljande bedömningar med 24 timmars
intervall (upp till högst 96 timmar), förutsatt att kontrollgruppens mortalitet inte överskrider 10 %.

En uppskattning görs av mängden behandlat foder som konsumeras per grupp. Genom att jämföra hur stor
mängd behandlat och obehandlat foder som har konsumerats inom de angivna 6 timmarna kan man få
upplysningar om i vilken grad bina accepterar det behandlade fodret.

Alla avvikelser i beteende som observeras under testperioden bör registreras.



1.6.5 Gränstest (Limit-test)

I vissa fall (t.ex. om ett testämne förväntas ha låg toxicitet) kan gränstest utföras med 100µg verksamt ämne
per bi, i syfte att demonstrera att LD50 är högre än detta värde. Förfarandet bör vara detsamma, dvs. tre likadana
testgrupper per testdos, relevanta kontrollgrupper, uppskattning av mängden konsumerat behandlat foder och
användning av giftekvivalent. Om det förekommer mortalitet bör ett fullständigt test genomföras. Alla
eventuella observerade subletala verkningar bör registreras (se avsnitt 1.6.4).

2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 DATA

Alla uppgifter bör sammanställas i en tabell. Av tabellen skall framgå, för varje testgrupp samt för varje
kontrollgrupp och varje giftekvivalentgrupp, antalet bin som använts, mortaliteten vid varje
observationstidpunkt och antalet bin med ett beteende som tyder på skadliga verkningar. Mortalitetsdata bör
analyseras med lämpliga statistiska metoder (t.ex. probit-analys, rörligt medelvärde eller binominal sannolikhet)
(3), (4). Dos-responskurvor uppritas för varje rekommenderad observationstidpunkt. Kurvornas lutning och
median letal dos (LD50) beräknas med 95 % konfidensintervall. Korrigeringar för kontrollgruppens mortalitet
kan göras med hjälp av Abbott-korrigering (4), (5). Om det behandlade fodret inte har konsumerats helt bör
man göra en uppskattning av hur stor dos av testämnet som har konsumerats per grupp. LD50-värdet uttrycks
somµg testämne per bi.

2.2 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla nedan angivna uppgifter.

2.2.1 Testämne

— Aggregationstillstånd och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. stabilitet i vatten, ångtryck).

— Kemiska identifieringsdata, inklusive strukturformel, renhet (för bekämpningsmedel t.ex. identiteten och
halten av verksamt ämne eller verksamma ämnen).

2.2.2 Försöksdjur

— Vetenskapligt namn, ras, ungefärlig ålder (i veckor), insamlingsmetod, insamlingsdatum.

— Information om de samhällen som används för insamling av testbin, inklusive hälsa, eventuella
vuxensjukdomar, eventuella förbehandlingar osv.

2.2.3 Testförhållanden

— Temperatur och relativ fuktighet i testrummet.

— Förvaringsförhållanden, inklusive burarnas typ, storlek och material.

— Metoder för beredning av stam- och testlösningar (i förekommande fall anges även lösningsmedlet och
dess koncentrationer).

— Testets utformning, t.ex. antal testkoncentrationer och deras värden, antalet kontrollgrupper, samt för
varje testkoncentration och kontrollgrupp även antalet replikatburar och antalet bin per bur.

— Testdatum.



2.2.4 Resultat

— Resultaten från preliminära test (i förekommande fall).

— Rådata: mortaliteten för varje testad dos vid varje observationstidpunkt.

— Dos-responskurvorna vid testets slut.

— LD50-värden med 95 % konfidensintervall, vid varje rekommenderad observationstidpunkt, för testämnet
och för giftekvivalenten.

— Statistiska metoder som har använts för att bestämma LD50

— Mortaliteten i kontrollgrupperna.

— Övriga biologiska verkningar som har observerats eller uppmätts, t.ex. om bina har betett sig onormalt
(inklusive om de avvisat testdosen), konsumtionen av foder i behandlade och obehandlade grupper.

— Varje avvikelse från de här beskrivna testförfarandena samt all annan relevant information.

3. HÄNVISNINGAR
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C.17. HONUNGSBIN – TEST AVSEENDE AKUT TOXICITET (KONTAKT)

1. METOD

Denna testmetod för akut toxicitet motsvarar OECD TG 214 (1998).

1.1 INLEDNING

Detta test är en laboratoriemetod för bedömning av växtskyddsprodukters och andra kemikaliers akuta toxicitet
(kontakt) på vuxna arbetsbin.

Vid bedömning och utvärdering av de toxiska egenskaperna hos ämnen kan det vara nödvändigt att bestämma
den akuta toxiciteten (kontakt) på honungsbin, t.ex. när det är sannolikt att bin kommer att exponeras för en viss
kemikalie. Testet för akut toxicitet (kontakt) används för att bestämma bekämpningsmedels och kemikaliers
toxicitet för bin. Resultatet av detta test används för att avgöra om det behövs ytterligare utvärderingar.
Metoden kan särskilt användas i stegvisa program för bedömning av de risker som bekämpningsmedel kan
medföra för bin. Dessa program bygger på en sekventiell arbetsgång från laboratorietoxicitetstest till semifält-
och fältförsök (1). Bekämpningsmedel kan testas som verksamma ämnen eller som formulerade produkter.

En giftekvivalent bör användas för att fastställa binas känslighet och testförfarandets noggrannhet.

1.2 DEFINITIONER

Akut toxicitet (kontakt): de skadliga verkningar som uppträder inom en period på högst 96 timmar efter lokal
applicering av en engångsdos av testämnet.

Dos: den mängd testämne som appliceras. Dosen uttrycks som vikten (µg) testämne per försöksdjur (µg/bi).

LD 50 (median letal dos) kontakt: en statistiskt fastställd engångsdos av ett ämne som kan förväntas leda till
döden för 50 % av de djur på vilka dosen har applicerats. LD50-värdet uttrycks somµg testämne per bi. När det
gäller bekämpningsmedel kan testämnet vara ett verksamt ämne eller en formulerad produkt som innehåller ett
eller flera verksamma ämnen.

Mortalitet: ett djur registreras som dött när det är helt orörligt.

1.3 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

Vuxna arbetsbin (honungsbin –Apis mellifera) exponeras för en serie doser av testämnet upplöst i lämplig
vehikel. Exponeringen sker genom direkt applicering på bröstkorgen (droppar). Testperiodens längd är 48
timmar. Om mortaliteten ökarunder perioden24–48 timmar efter tillförseln, medan kontrollgruppens mortalitet
hålls på en godtagbar nivå ,dvs.≤ 10 %, bör testet förlängas till högst 96 timmar. Mortaliteten registreras
dagligen och jämförs med kontrollgruppens värden. Resultaten analyseras för beräkning av LD50 vid 24 och 48
timmar, och om testet förlängs, vid 72 och 96 timmar.

1.4 TESTETS GILTIGHET

För att testet skall vara giltigt måste följande villkor uppfyllas:

— Genomsnittsmortaliteten för det totala antalet kontrolldjur får inte överskrida 10 % vid testets slut.

— De värden som erhålls för LD50för giftekvivalenten skall ligga inom det specificerade området.



1.5 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.5.1 Insamling av bin

För testet används unga vuxna arbetsbin med samma ålder, näringstillstånd, ras osv. Bina tas från adekvat
utfodrade, friska, så långt som möjligt sjukdomsfria samhällen med renrasiga drottningar med känd historia och
fysiologisk status. Bina bör samlas in på testdagens morgon eller kvällen före testet och hållas i
testförhållandena fram till följande dag. Bin som insamlats från yngelfria ramar rekommenderas. Insamling
tidigt på våren eller sent på hösten bör undvikas eftersom bina då har genomgått fysiologiska förändringar. Om
test måste genomföras tidigt på våren eller sent på hösten kan bina kläckas i en inkubator och födas upp med
”bibröd” (pollen som insamlats från vaxkakan) och sackaroslösning under en vecka. Bin som har behandlats
med kemiska ämnen såsom antibiotika, varroabekämpningsmedel osv. får inte användas för toxicitetstest förrän
det har gått fyra veckor från det att den sista behandlingen avslutades.

1.5.2 Förvarings- och utfodringsförhållanden

Burarna bör vara enkla att rengöra och välventilerade. Burarna kan vara tillverkade av t.ex. rostfritt stål, nät
eller plast. Även träburar för engångsbruk kan användas. Burarnas storlek bör anpassas efter antalet bin och
vara tillräckligt rymliga. Grupper om tio bin per bur rekommenderas.

Bina hålls i mörker i ett testrum med en temperatur på 25± 2°C. Den relativa fuktigheten, i regel kring 50–70
%, bör registreras under hela testförloppet. Hanteringen, såsom behandling och observationer, kan däremot
genomföras i (dags)ljus. Sackaroslösning i vatten med en slutkoncentration på 500 g/l (50 % vikt per volym)
används som foder och tillhandahålls fritt för bina med hjälp av en utfodringsanordning. För utfodringen kan ett
ca 50 mm långt och 10 mm brett glasrör användas, vars öppna ända smalnar av till en diameter på cirka 2 mm.

1.5.3 Förberedelse av bina

De insamlade bina kan bedövas med koldioxid eller kväve före appliceringen av testämnet. Mängden
bedövningsmedel och exponeringstiden för medlet bör minimeras. Döende bin avlägsnas och ersätts med friska
bin före testets början.

1.5.4 Förberedelse av doserna

Testämnet appliceras upplöst i en vehikel, t.ex. ett organiskt lösningsmedel eller vattenlösning med ett
vätmedel. Som organiskt lösningsmedel rekommenderas aceton men även andra organiska lösningsmedel med
låg toxicitet kan användas (t.ex. dimetylformamid, dimetylsulfoxid). I fråga om formulerade produkter som är
dispergerade i vatten och mycket polära organiska ämnen som inte är lösliga i organiska vehikellösningsmedel
kan lösningarna vara enklare att applicera om de bereds i en svag lösning av ett vanligt vätmedel (t.ex. Agral,
Cittowett, Lubrol, Triton eller Tween).

Lämpliga kontrollösningar bör beredas. I fall där ett lösningsmedel eller ett dispergeringsmedel används för att
lösa upp testämnet bör två separata kontrollgrupper användas, en som behandlas med vatten och en som
behandlas med lösningsmedlet eller dispergeringsmedlet.



1.6 FÖRFARANDE

1.6.1 Test- och kontrollgrupper

Antalet doser och replikat som testas bör väljas så att de uppfyller de statistiska kraven för bestämning av LD50

med ett konfidensintervall på 95 %. För testet används i regel fem doser i en geometrisk serie vars faktor inte
överskrider 2,2. Doserna bör täcka området för LD50. Antalet doser fastställs med beaktande av
toxicitetskurvans lutning (dos i förhållande till mortalitet) och den statistiska metod som används för analys av
resultaten. Ett preliminärt test kan användas som stöd för valet av lämpliga doser.

Varje testkoncentration bör ges till minst tre likadana testgrupper med tio bin per grupp.

Utöver själva testserierna bör minst tre kontrollgrupper med tio bin per grupp också behandlas. Om ett
organiskt lösningsmedel eller ett vätmedel används måste tre extra kontrollgrupper med tio bin per grupp
användas för lösningsmedlet eller vätmedlet.

1.6.2 Giftekvivalent

En giftekvivalent måste tas med i testserien. Minst tre doser bör väljas på sådant sätt att de täcker det förväntade
LD50-värdet. Minst tre likadana burar med tio bin per bur bör användas för varje testdos. Som giftekvivalent
rekommenderas dimetoat, vars LD50-värde (kontakt) enligt rapporterade uppgifter ligger inom området
0,10–0,30µg verksamt ämne per bi (2). Även andra giftekvivalenter kan godtas förutsatt att man hartillgång till
tillräckliga data om förväntad dosrespons (t.ex. paration).

1.6.3 Exponering

1.6.3.1 Tillförsel av doser

De bedövade bina behandlas individuellt genom lokal applicering. Bina väljs slumpmässigt ut för de olika
testdoserna och kontrollgrupperna. En volym på 1µl lösning innehållande testämnet i lämplig koncentration
appliceras med mikroapplikator på flanksidan på bröstkorgen av varje bi. Om det är motiverat kan andra
volymer användas. Efter appliceringen fördelas bina i testburarna där de bör ha tillgång till sackaroslösning.

1.6.3.2 Testperiodens längd

Rekommenderad testperiod är 48 timmar. Om mortaliteten ökar med mer än 10 % när det har gått
24-48 timmar från appliceringen bör testperioden förlängas (till högst 96 timmar), förutsatt att kontrollgruppens
mortalitet inte överskrider 10 %.

1.6.4 Observationer

Mortaliteten registreras vid 4 timmar efter doseringen och därefter vid 24 och 48 timmar. Om det behövs en
längre testperiod görs efterföljande bedömningar med 24 timmars intervall (upp till högst 96 timmar,) förutsatt
att kontrollgruppens mortalitet inte överskrider 10 %.

Allt avvikande uppförande som observeras under testperioden bör registreras.

1.6.5 Gränstest

I vissa fall (t.ex. om ett testämne förväntas ha låg toxicitet) kan gränstest utföras med 100µg verksamt ämne
per bi, i syfte att demonstrera att LD50 är högre än detta värde. Förfarandet bör vara detsamma, inklusive tre
likadana testgrupper för testdosen, relevanta kontrollgrupper och användning av giftekvivalent. Om det
förekommer mortalitet bör ett fullständigt test genomföras. Alla eventuella observerade subletala verkningar bör
registreras (se avsnitt 1.6.4).



2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 DATA

Alla uppgifter bör sammanställas i en tabell. Av tabellen skall framgå, för varje testgrupp samt för varje
kontrollgrupp och varje giftekvivalentgrupp, antalet bin som använts, mortaliteten vid varje
observationstidpunkt och antalet bin med ett beteende som tyder på skadliga verkningar. Mortalitetsdata bör
analyseras med lämpliga statistiska metoder (t.ex. probit-analys, rörligt medelvärde eller binominal sannolikhet)
(3), (4). Dos-responskurvor uppritas för varje rekommenderad observationstidpunkt (24, 48 och i
förekommande fall 72 och 96 timmar) och kurvornas lutning och median letal dos (LD50) beräknas med 95 %
konfidensintervall. Korrigeringar för kontrollgruppens mortalitet kan göras med hjälp av Abbott-korrigering
(4), (5). LD50-värdet uttrycks somµg testämne per bi.

2.2 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla nedan angivna uppgifter.

2.2.1 Testämne

— Aggregationstillstånd och fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. stabilitet i vatten, ångtryck).

— Kemiska identifieringsdata, inklusive strukturformel, renhet (för bekämpningsmedel t.ex. identiteten och
halten av verksamt ämne eller verksamma ämnen).

2.2.2 Försöksdjur

— Vetenskapligt namn, ras, ungefärlig ålder (i veckor), insamlingsmetod, insamlingsdatum.

— Information om de samhällen som används för insamling av testbin, inklusive hälsa, eventuella
vuxensjukdomar, eventuella förbehandlingar osv.

2.2.3 Testförhållanden

— Temperatur och relativ fuktighet i testrummet.

— Förvaringsförhållanden, inklusive burarnas typ, storlek och material.

— Metod för tillförsel av testämnet, t.ex. använt vehikellösningsmedel, tillförd volym testlösning och
använd bedövning.

— Testets utformning, t.ex. antal doser och deras storlek, antalet kontrollgrupper, för varje testdos och
kontrollgrupp även antalet likadana burar och antalet bin per bur.

— Testdatum.

2.2.4 Resultat

— Resultaten från preliminära test (i förekommande fall).

— Rådata: mortaliteten för varje koncentration som testats vid varje observationstidpunkt.

— Dos-responskurvorna vid testets slut.

— LD50-värden med 95 % konfidensintervall, vid varje rekommenderad observationstidpunkt, för testämnet
och för giftekvivalenten.

— Statistiska metoder som använts för att bestämma LD50.

— Mortaliteten i kontrollgrupperna.

— Övriga biologiska verkningar som observerats eller uppmätts och all onormal respons från bina.

— Varje avvikelse från de testmetodförfaranden som beskrivs här samt all annan relevant information.
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C.18. BESTÄMNING AV ADSORPTION OCH DESORPTION I JORD VID JÄMVIKT I UPPSLAMMAT
JORDPROV

1. METOD

Denna metod är i stort sett identisk med OECD TG 106 – Determination of Soil Adsorption/Desorption, using a
Batch Equilibrium Method (2000).

1.1 INLEDNING

Metoden bygger bland annat på ett ringprov och en workshop för val av jordar för adsorptionstest (1)(2)(3)(4)
samt existerande riktlinjer på nationell nivå (5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

Adsorptions- och desorptionstest används för att erhålla grundläggande uppgifter om kemiska ämnens rörlighet
och deras fördelning i biosfärens jord, vatten och luft (12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21). Uppgifterna
kan utnyttjas för att förutspå eller uppskatta t.ex. ett visst kemiskt ämnes tillgänglighet vid organismernas
nedbrytnings-, omvandlings- och upptagningsprocesser (24), ämnets urlakning genom jordprofilen
(16)(18)(19)(21)(25)(26)(27)(28), ämnets flyktighet från jorden (21)(29)(30) eller ämnets avrinning från land
och ytor in i naturliga vatten (18)(31)(32). Adsorptionsdata kan användas för jämförelser och för att skapa
modeller (19)(33)(34)(35).

Ett kemiskt ämnes fördelning mellan jord- och vattenfas är en komplex process som beror på flera olika
faktorer: ämnets kemiska natur (12)(36)(37)(38)(39)(40), jordfasens egenskaper
(4)(12)(13)(14)(41)(42)(43)(44)(45) (46)(47)(48)(49) och klimatbetingade faktorer såsom regn, temperatur, sol
och vind. Den mångfald fenomen och mekanismer som deltar i ämnets adsorption i jord kan därför inte
beskrivas fullständigt med hjälp av den aktuella testmetoden, som utgör en förenklad laboratoriemodell. Även
om detta test inte kan täcka alla tänkbara miljösituationer ger det ändå tillräckliga uppgifter om den betydelse
för miljön som adsorptionen av det aktuella ämnet har.

Se även den allmänna inledningen.

1.2 TILLÄMPNINGSOMRÅDE

Syftet med metoden är att kunna uppskatta ett ämnes adsorptions- och desorptionsbeteende i jordar. Målet är att
få ett sorptionsvärde som kan användas för att uppskatta fördelningen när miljöbetingelserna varierar. För detta
ändamål bestäms ämnets adsorptionskoefficient i jämvikt i olika jordar som funktion av jordens egenskaper
(t.ex. halten av organiskt kol och lera samt jordens textur och pH). Olika jordtyper måste användas för att testet
i så hög grad som möjligt skall täcka växelverkan mellan ett ämne och naturligt förekommande jordarter.

Inom ramen för denna metod avser man med begreppet adsorption den process när ett ämne binds till en
jordyta, utan att i detta sammanhang skilja mellan olika adsorptionsprocesser (fysikalisk eller kemisk
adsorption) eller processer såsom ytkatalyserad nedbrytning, bulkadsorption eller kemisk reaktion. Adsorption,
som sker på kolloidala partiklar (diameter < 0,2µm) som har bildats av jordarterna, räknas inte.



De viktigaste jordparametrarna med tanke på adsorptionen anses vara följande: halten av organiskt kol
(3)(4)(12)(13)(14)(41)(43)(44)(45)(46)(47)(48), lerhalten och jordens textur (3)(4)(41)(42)(43)(44)(45)(46)
(47)(48) samt joniserbara föreningars pH (3)(4)(42). Andra jordparametrar som kan ha inverkar på
adsorption/desorption för ett särskilt ämne är den effektiva katjonbyteskapaciteten (ECEC), halten av amorft
järn och aluminiumoxider, särskilt i fråga om vulkaniska och tropiska jordar (4), samt den specifika ytan (49).

Syftet med testet är att utvärdera ett ämnes adsorption i olika jordtyper för vilka halten av organiskt kol,
lerhalten och jordens textur och pH varierar. Testet omfattar tre skeden:

Skede 1: Förberedande undersökningar för att bestämma följande:

— jord-lösningsförhållandet,

— tiden för att nå adsorptionsjämvikt och mängden av adsorberat testämne vid jämvikt,

— testämnets adsorption på testkärlens yta och testämnets stabilitet
under testningstiden.

Skede 2: Screeningtest: undersökning av adsorptionen i fem olika jordtyper genom adsorptionskinetik vid en
vald koncentration och bestämning av fördelningskoefficienterna Kd och Koc.

Skede 3: Bestämning av Freundlich-adsorptionsisotermer för att fastställa hur koncentrationen inverkar på
adsorptionens omfattning i jordar.

Undersökning av desorption genom desorptionskinetik och Freundlich-desorptionsisotermer
(bilaga 1).

1.3 MÄTSTORHETER – DEFINITIONER OCH MÅTTENHETER

Beteckning Definition Måttenhet

A ti
procentuell adsorption vid tidpunkten ti %

Aeq procentuell adsorption vid adsorptionsjämvikt %

ms
ads(ti ) massan av testämne som adsorberats i jorden vid tidpunkten ti µg

ms
ads( ti )∆ massan av testämne som adsorberats i jorden under

tidsintervallet∆ti

µg

msads(eq) massan av testämne som adsorberats i jorden vid
adsorptionsjämvikt

µg

m0 massan av testämne i provröret vid adsorptionstestets början µg

mm
ads(ti ) massan av testämne uppmätt i ett delprov (va

A ) vid tidpunkten ti µg

maq
ads eq( ) massan av testämne i lösningen vid adsorptionsjämvikt µg

msoil mängd av jordfas, uttryckt som jordens torrmassa g

Cst masskoncentrationen i ämnets stamlösning µg cm-3

C0 ursprunglig masskoncentration i provlösningen som är i kontakt
med jord

µg cm-3

Caq
ads(ti ) ämnets masskoncentration i vattenfasen vid tidpunkten ti då

analysen utförs
µg cm-3



Cs
ads eq( ) halten av ämne som adsorberats i jord vid adsorptionsjämvikt µg g-1

Caq
ads(eq) ämnets masskoncentration i vattenfasen vid adsorptionsjämvikt µg cm-3

V0 ursprunglig volym av vattenfas i kontakt med jord under
adsorptionstestet

cm3

va
A volymen för det delprov som används för att mäta testämnet cm3

Kd adsorptionens fördelningskoefficient cm3 g-1

Koc normaliserad adsorptionskoefficient cm3 g-1

Kom normaliserad fördelningskoeffeicient cm3 g-1

K F
ads Freundlich-adsorptionskoefficient µg 1-1/n (cm3) 1/ng-1

1/n Freundlich-exponent

Dti
procentuell desorption vid tidpunkten ti %

D ti∆ procentuell desorption under intervallet∆ti %

Kdes skenbar desorptionskoefficient cm3 g-1

K F
des Freundlich-desorptionskoefficient µg 1-1/n (cm3) 1/ng-1

maq
des(t i ) massan av testämne som desorberats från jord vid tidpunkten ti µg

maq
des t i )(∆ massan av testämne som desorberats från jord under tidsintervallet

∆ti

µg

mm
des(eq) analytiskt bestämd ämnesmassa i vattenfasen vid

desorptionsjämvikt
µg

maq
des eq)( totala massan av testämne som desorberats vid desorptionsjämvikt µg

ms
des( t i )∆ massan av ämne som förblir adsorberat i jorden efter tidsintervallet

∆ti

µg

maq
A massan av ämne som blivit över från adsorptionsjämvikten på

grund av ofullständig volymersättning
µg

Cs
des(eq) halten av testämne som förblir adsorberat i jorden vid

desorptionsjämvikt
µg g-1

Caq
des eq( ) testämnets masskoncentration i vattenfasen vid desorptionsjämvikt µg cm-3

VT totala volymen vattenfas i kontakt med jord under
desorptionskinetiktest enligt seriemetoden

cm3

VR volymen supernatant som har avlägsnats ur röret efter uppnådd
adsorptionsjämvikt och som har ersatts med samma volym av 0,01
M CaCl2-lösning

cm3

va
D volymen delprov som tagits för analytiskt syfte under ett

desorptionskinetiktest enligt seriemetoden
cm3

Vr
i volymen lösning som tagits ur röret (i) för mätning av testämnet

under desorptionskinetiktest (parallellmetod)
cm3



Vr
F volymen lösning som vid jämvikt tagits ur röret för mätning av

testämnet
cm3

MB massbalans %

mE totala massan av testämne som extraherats ur jorden och
provkärlets väggar i två steg

µg

Vrec volymen supernatant som insamlats efter uppnådd
adsorptionsjämvikt

cm3

Pow fördelningskoefficient för oktanol–vatten

pKa dissociationskoefficient

Sw vattenlöslighet g l-1

1.4 PRINCIPEN FÖR TESTMETODEN

Kända volymer av testämneslösning, omärkta eller radioaktivt märkta och med kända koncentrationer i 0,01 M
CaCl2, blandas med jordprover av känd torrvikt som har bringats till jämvikt i 0,01 M CaCl2. Blandningen rörs
om tillräckligt länge. Jordsuspensionerna separeras därefter genom centrifugering, och om så önskas kan
filtratet och vattenfasen analyseras. Mängden av testämne som adsorberats i jordprovet bestäms som skillnaden
mellan den ursprungliga mängden av testämne i lösningen och mängden av kvarvarande testämne i slutet av
testet (indirekt metod).

Alternativt kan mängden av adsorberat testämne bestämmas direkt genom jordanalys (direkt metod). Denna
procedur, som inbegriper stegvis jordextraktion med lämpligt lösningsmedel, rekommenderas i fall där
skillnaden i lösningens halt av testämne inte kan bestämmas med tillräcklignoggrannhet. Detta kan förekomma
om testämnet adsorberas på provkärlens yta, om testämnet är instabilt inom den tidsskala testet sträcker sig
över, om adsorptionen är så svag att halten bara ändras lite eller om adsorptionen är så stark att den resulterande
halten är för låg för att kunna bestämmas medtillräcklig noggrannhet. Om radioaktivt märkt ämne används kan
man undvika jordextraktion genom att analysera jordfasen med förbränning och vätskescintillationsräknare
(LSC). LSC är dock en icke-specifik teknik som inte kan skilja mellan ursprungliga ämnen och
omvandlingsprodukter och som därför bara kan användas om testämnet är stabilt under hela testet.

1.5 UPPGIFTER OM TESTÄMNET

De kemiska reagenser som används skall ha hög analytisk renhetsgrad. Rekommenderade testämnen är omärkta
ämnen med känd sammansättning och en renhetsgrad på helst minst 95% eller radioaktivt märkta ämnen med
känd sammansättning och radioaktiv renhet. Om spårämnen med kort halveringstid används skall
sönderfallskorrigering tillämpas.

Innan adsorptions- och desorptionstestet utförs skall följande uppgifter finnas om testämnet:

a) vattenlöslighet (A.6.)

b) ångtryck (A.4.) eller Henrys lag-koefficient

c) abiotisk nedbrytning: hydrolys som funktion av pH (C.7.)

d) fördelningskoefficient (A.8.)

e) ”lätt” biologisk nedbrytbarhet (C.4.) eller aerobisk och anaerobisk omvandling i jord

f) pKa för joniserbara ämnen

g) direkt fotolys i vatten (t.ex. UV-Vis-absorptionsspektrum i vatten och kvantutbyte) och fotonedbrytning
i jord.



1.6 TESTETS TILLÄMPBARHET

Testet kan tillämpas på kemiska ämnen som kan analyseras med tillräcklignoggrannhet. En viktig parameter
som kan påverka tillförlitligheten hos resultaten, särskilt när den indirekta metoden används, är testämnets
stabilitet inom testets tidsskala. Ämnets stabilitet måste därför kontrolleras med en förhandsundersökning, och
om den visar att det förekommer omvandling inom testets tidsskala är det tillrådligt att huvudundersökningen
utförs med analys av både jord- och vattenfasen.

Det kan vara svårt att genomföra testet med ämnen som har låg vattenlöslighet (Sw < 10-4 g l-1) eller med ämnen
som har hög elektrisk laddning, eftersom koncentrationen i vattenfasen då inte kan analyseras medtillräcklig
noggrannhet. För sådana ämnen krävs vissa extra åtgärder. Närmare anvisningar finns i berörda avsnitt.

Vid testning av flyktiga ämnen är det viktigt att se till att det inte uppstår hanteringsförluster.

1.7 METODBESKRIVNING

1.7.1 Apparatur och kemiska reagenser

Normal laboratorieutrustning, särskilt följande:

a) Provrör eller andra kärl för testet. Det är viktigt att rören eller kärlen
— passar direkt in i centrifugen så att hanterings- och överföringsfel kan undvikas,
— är gjorda av ett inert material så att adsorption av testämnet på rörets eller kärlets yta minimeras.

b) Skakapparat: rotationsskak eller motsvarande, i ett utförande där jorden hålls i suspension under
omröringen.

c) Centrifug: helst i höghastighetsutförande, t.ex. med centrifugalkraft > 3 000 g, temperaturkontrollerad och
med kapacitet att från vattenlösning separera partiklar med diameter större än 0,2µm. Under omröring och
centrifugering skall behållarna vara täckta med lock så att flyktighets- och vattenförluster kan undvikas.
För att minimiera adsorption på locken skall dessa vara deaktiverade, t.ex. teflonbelagda skruvkorkar.

d) Gärna även: filtreringsapparat som har sterila engångsfilter med porositeten 0,2µm. Särskild vikt skall
fästas vid valet av filtermaterial så att förluster av testämne på filtret kanundvikas. För svårlösliga
testämnen avråds användning av organiska filtermaterial.

e) Analysinstrument lämpliga för mätning av testämnets koncentration.

f) Laboratorieugn som kan hålla en temperatur mellan 103 och 110°C.

1.7.2 Karakterisering av jordar. Urval av jordar för test

Jordarna karakteriseras med hjälp av tre parametrar som anses vara i hög grad avgörande för
adsorptionskapaciteten: organiskt kol, lerhalt och jordens textur samt pH. Såsom tidigare nämnts (se avsnittet
"Tillämpningsområde") kan även andra fysikalisk-kemiska egenskaper hos jorden påverka adsorption och
desorption av ett visst ämne, och de skall i så fall beaktas.



Valet av metoder för jordkarakteriseringen är av stor vikt och kan ha betydande inverkan på resultaten. Det
rekommenderas därför att jordens pH mäts i en lösning av 0,01 M CaCl2 (dvs. den lösning som används vid
adsorptions- och desorptionstestet) enligt gällande ISO-metod (ISO-10390-1). Det rekommenderas också att
övriga jordegenskaper av betydelse bestäms enligt standardmetoder (ISO Handbook of soil analysis) så att
sorptionsdata kan analyseras på basis av globalt standardiserade jordparametrar. Arbetena (50–52) innehåller
viss vägledning om existerande standardmetoder för jordanalys och jordkarakterisering. Det är tillrådligt att
använda referensjordar för kalibrering av jordtestmetoderna.

Tabell 1 innehåller anvisningar för valet av jordar för adsorptions- och desorptionstest. De sju utvalda jordarna
spänner över jordtyper som finns i tempererade geografiska zoner. För joniserbara testämnen skall de utvalda
jordarna sträcka sig över ett stort pH-område så att ämnets adsorption kan bestämmas i joniserad och ojoniserad
form. Anvisningar för hur många olika jordar som skall användas i de olika teststegen finns i avsnitt 1.9
("Mätförfarande").

Om andra jordtyper väljs skall de karakteriseras med användning av samma parametrar och skall ha liknande
variationer i fråga om de egenskaper som beskrivs i tabell 1, även om de inte behöver motsvara kriterierna
fullständigt exakt.

Tabell 1: Anvisningar för val av jordprover för adsorption och desorption

Jordtyp pH-område
(i 0,01 M CaCl2)

Halt av organiskt kol
(%)

Lerhalt (%) Jordtextur*

1 4,5–5,5 1,0–2,0 65–80 clay

2 > 7,5 3,5–5,0 20–40 clay loam

3 5,5–7,0 1,5–3,0 15–25 silt loam

4 4,0–5,5 3,0–4,0 15–30 loam

5 < 4,0–6,0§ < 0,5–1,5§‡ < 10–15§ loamy sand

6 > 7,0 < 0,5–1,0§‡ 40–65 clay loam/clay

7 < 4,5 > 10 < 10 sand/ loamy sand
* Enligt FAO och det amerikanska systemet (85).
§ Variablerna skall helst ha värden inom de angivna intervallen. Om det är svårt att hitta lämpligt jordmaterial kan värden

under det angivna minimivärdet godtas.
‡ Jordar med mindre än 0,3% organiskt kol kan störa korrelationen mellan halten av organiskt material och adsorption. Det är
därför tillrådligt att använda jordar med en minimihalt av 0,3% organiskt kol.

1.7.3 Provtagning och förvaring av jordprover

1.7.3.1 Provtagning

Det finns inga särskilda rekommendationer om specifika metoder eller verktyg för provtagning.
Provtagningsmetoden beror på undersökningens syfte (53)(54)(55)(56)(57)(58).

Följande aspekter skall beaktas:

a) Platsen skall beskrivas i detalj, bl.a. genom läge, vegetationstäcke, behandlingar med bekämpnings- och
gödningsmedel, biologiska tillsatser eller oavsiktlig förorening. Beskrivningen av provtagningsplatsen skall
följa rekommendationerna i ISO-standarden för tagning av jordprover (ISO 10381-6).



b) Provtagningsplatsen skall anges med UTM-koordinater (Universal Transversal Mercator-
Projection/European Horizontal Datum) eller geografiska koordinater. På så sätt kan man längre fram ta
nya prover av viss jord. Det kan också underlätta bestämningen av jorden enligt de olika ländernas
klassificeringssystem. Vidare skall endast A-horisont tas, ned till ett maximidjup på 20 cm. För jord 7
gäller särskilt att om det finns Oh-horisont närvarande i jorden skall denna horisont tas med i provet.

Jordproverna skall transporteras i behållare, och temperaturbetingelserna skall vara sådana att jordprovernas
ursprungliga egenskaper inte förändras i någon signifikant grad.

1.7.3.2 Förvaring

Jordproverna skall helst användas färska. Om detta inte är möjligt skall jorden förvaras lufttorkad i
omgivningstemperatur. Det finns inga rekommenderade gränser för förvaringstiden, men om ett jordprov är
äldre än tre år måste det analyseras på nytt avseende halten av organiskt kol, pH och CEC.

1.7.3.3 Hantering och beredning av jordprover för test

Jordproverna lufttorkas vid omgivningstemperatur (helst 20–25°C). Finfördelningen skall göras så varsamt
som möjligt för att minimera ändringarna i jordens ursprungliga textur. Jordarna sållas till en partikelstorlek≤ 2
mm med beaktande av rekommendationerna i ISO-standarden om tagning av jordprover (ISO 10381-6).
Omsorgsfull homogenisering rekommenderas eftersom resultatens reproducerbarhet då förbättras. Fukthalten i
varje jordprov bestäms i tre delprover genom torkning vid 105 °C tills ingen signifikant viktändring längre kan
registreras (cirka 12 timmar). Vid alla beräkningar som omfattar jordmassa avses ugnstorkad massa, dvs. jordens
vikt korrigerad med en fukthaltsfaktor.

1.7.4 Beredning av testämnet före kontakten med jord

Testämnet upplöses i en lösning av 0,01 M CaCl2 i destillerat eller avjoniserat vatten. CaCl2-lösningen används som
vattenlösningsfas för att förbättra centrifugeringen och minimera katjonbytet. Stamlösningens koncentration skall
helst vara tre tiopotenser högre än analysmetodens detektionsgräns. Genom denna tröskel säkerställs tillräcklig
mätnoggranhet med den använda metoden. Dessutom skall stamlösningens koncentration vara lägre än testämnets
vattenlöslighet.

Stamlösningen skall helst beredas strax före kontakten med jordproverna och förvaras i stängd behållare vid 4 °C.
Förvaringstiden beror på testämnets stabilitet och dess koncentration i lösningen.

Hjälplösningsmedel för upplösning av testämnet skall bara användas om ämnet är svårlösligt (Sw < 10-4 g l-1).
Hjälplösningsmedlet skall a) vara blandbart med vatten, t.ex. metanol eller acetonitril, skall b) ha en koncentration
som inte överskrider 1% av stamlösningens totalvolym och en koncentration som är under 1 % i den
testämneslösning som kommer i kontakt med jorden (helst under 0,1%) och får c) inte vara ett ytaktivt ämne eller
genomgå solvolytiska reaktioner med testämnet. Användningen av ett hjälplösningsmedel måste vara föreskriven
och skall motiveras i rapporten.



Ett annat alternativ för att tillföra ett svårlösligt testämne i testsystemet är att använda tillsats (spiking). Det innebär
att testämnet upplöses i ett organiskt lösningsmedel, och ett delprov av denna lösning tillsätts systemet bestående av
jord och 0,01 M CaCl2-lösning i destillerat eller avjoniserat vatten. Halten av organiskt lösningsmedel i vattenfasen
skall hållas så låg som möjligt, normalt skall den inte överskrida 0,1%. Tillsats från en organisk lösning kan
innebära att reproducerbarheten går förlorad i fråga om volymen, dvs. ett nytt fel kan komma in eftersom testämnets
och hjälplösningsmedlets koncentration inte är samma i alla test.

1.8 FÖRUTSÄTTNINGAR FÖR UTFÖRANDE AV ADSORPTIONS- OCH DESORPTIONSTEST

1.8.1 Analysmetod

Följande nyckelparametrar kan påverka sorptionsmätningarnas noggrannhet: noggrannheten hos den metod som
används för att analysera lösningen och de adsorberade faserna, testämnets stabilitet och renhet, uppnåendet av
sorptionsjämvikt, storleksordningen på lösningens koncentrationsändring, förhållandet mellan jord och lösning samt
ändringar i jordens struktur under jämviktsprocessen (35)(59-62). Noggrannheten tas upp i några av exemplen i
bilaga 2.

Analysmetodens tillförlitlighet måste kontrolleras inom testets sannolika koncentrationsområde. Det står
laboratoriet fritt att utveckla en lämplig metod med lämpliga värden i fråga om noggrannhet, reproducerbarhet,
detektionsgränser och utbyte. Anvisningar för hur ett sådant test kan utföras ges nedan.

En lämplig volym av 0,01 M CaCl2 (t.ex. 100 cm3) rörs om under 4 timmar med en viktsmängd (t.ex. 20 g) jord
som har hög adsorptionsförmåga, dvs. hög halt av organiskt kol och lera. Dessa vikter och volymer kan variera
beroende på analysbehoven, men ett jord-lösningsförhållande på 1:5 är en lämplig utgångspunkt. Blandningen
centrifugeras och vattenfasen kan filtreras. En bestämd volym av testämnets stamlösning tillsätts till vattenfasen så
att den nominella koncentrationen kommer inom testets sannolika koncentrationsområde. Volymen skall vara högst
10% av vattenfasens slutliga volym, så att karaktären hos den jämviktade jordlösningen ändras så lite som möjligt.
Lösningen analyseras.

Ett blindprov bestående av systemet jord + CaCl2-lösning (utan testämne) måste ingå, för kontroll av falska
indikationer i analysmetoden och matriseffekter orsakade av jorden.

Bland de analysmetoder som kan användas för sorptionsmätningar ingår gas-vätskekromatografi (GLC),
högtrycksvätskekromatografi (HPLC), spektrometri (t.ex. GC-masspektrometri och HPLC-masspektrometri) och
vätskescintillationsräknare (för radioaktivt märkta ämnen). Oavsett vilken metod som används gäller kriteriet att
metoden anses lämplig om utbytet är mellan 90 och 110% av det nominella värdet. För att möjliggöra detektion och
utvärdering efter det att ämnet fördelats måste analysmetodens detektionsgränser vara minst två tiopotenser under
den nominella koncentrationen.

Egenskaper och detektionsgränser hos den analysmetod som används vid adsorptionstest spelar en viktig roll när det
gäller att definiera testbetingelserna och testets totala provningsprestanda. Den föreliggande metoden följer ett
allmänt testförlopp och innehåller rekommendationer och anvisningar för alternativa tillvägagångssätt i fall där
analysmetoden och laboratoriets betingelser kan medföra begränsningar.



1.8.2 Val av optimalt förhållande mellan jord och lösning

Valet av lämpligt jord-lösningsförhållande för sorptionsundersökningar är beroende av fördelningskoefficienten
Kd och den önskade relativa adsorptionsgraden. Ämnets koncentrationsändring i lösningen avgör mätningens
statistiska noggrannhet – grundat på adsorptionsekvationens form och analysmetodens gränser – vid detektion
av ämnets koncentration i lösningen. För vanligt bruk är det därför praktiskt att bestämma sig för en
uppsättning konstanta standardförhållanden för vilka adsorptionen är över 20%, och helst över 50% (62),
samtidigt som man skall se till att testämnets koncentration i vattenfasen hålls så pass hög så att den kan mätas
med tillräcklignoggrannhet. Detta är särskilt viktigt när adsorptionsprocenterna är höga.

Ett lämpligt tillvägagångssätt för att välja lämpliga jord-lösningsförhållanden grundar sig på estimering av Kd-
värdet, antingen genom förberedande undersökningar eller genom vedertagna estimeringsmetoder (bilaga 3). Valet
av lämpligt förhållande kan sedan göras med hjälp av ett diagram där jord-lösningsförhållandet har avsatts mot Kd

för konstanta adsorptionsprocenter (figur 1). Härvid antas att adsorptionsekvationen är linjär1. Det sökta sambandet
erhålls genom att bilda om ekvation 4 för Kd så att den får formen enligt ekvation 1:
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Figur 1. Sambandet mellan jord-lösningsförhållande och Kd vid olika procenthalter av adsorberat testämne.
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I figur 1 visas jord-lösningsförhållandet som funktion av Kd för olika adsorptionsnivåer. Exempel: För jord-
lösningsförhållandet 1:5 och Kd = 20 blir adsorptionen cirka 80%. För att få en adsorption på 50% med samma Kd

måste förhållandet 1:25 användas. Detta sätt att välja jord-lösningsförhållande ger möjlighet att anpassa till olika
testningsbehov.

Däremot är det svårare att hantera områden där ämnet adsorberas väldigt mycket eller väldigt litet. Vid låg
adsorption rekommenderas jord-lösningsförhållandet 1:1, men för vissa mycket organiska jordtyper kan ännu lägre
förhållanden behövas för att erhålla slurry. Analysmetoden måste ägnas stor uppmärksamhet när det gäller mätning
av små ändringar i lösningens koncentration, annars blir adsorptionsmätningen inexakt. Å andra sidan kan man vid
mycket höga värden på fördelningskoefficienten Kd gå upp till ett jord-lösningsförhållande på 1:100 för att lämna
en signifikant mängd av ämnet i lösningen. Då är det viktigt med god omröring och att systemet får tillräcklig tid på
sig för att uppnå jämvikt. Ett alternativt sätt är att uppskatta Kd-värdet med hjälp av estimeringsmetoder som t.ex.
grundar sig på Pow-värden (bilaga 3). Detta kan vara särskilt användbart för lågadsorberande och polära ämnen med
Pow < 20 och för lipofila och starkt sorptiva ämnen med Pow > 104.

1.9 MÄTFÖRFARANDE

1.9.1 Testbetingelser

Alla test skall göras i omgivningstemperatur och om möjligt vid en konstant temperatur mellan 20 och 25 °C.

Centrifugeringsbetingelserna skall vara sådana att partiklar större än 0,2µm kan avlägsnas från lösningen. Detta
värde anger den minsta partikelstorleken för fasta partiklar och bildar gränsen mellan fasta och kolloidala partiklar.
Anvisningar om lämpliga centrifugeringsbetingelser finns i bilaga 4.

Om det inte går att säkerställa att partiklar större än 0,2µm avlägsnas vid centrifugeringen, kan en kombination av
centrifugering och filtrering med 0,2µm filter användas. Filtermaterialet skall vara inert så att det inte uppstår
förluster av testämnet på filtret. Under alla omständigheter måste det dokumenteras att det inte uppstår förluster av
testämnet under filtreringen.

1.9.2 Skede 1 – Förberedandeundersökning

Syftet med den förberedande undersökningen beskrivs i avsnittet "Tillämpningsområde". Anvisningar för hur en
sådan förberedande undersökning kan läggas upp ges nedan.

1.9.2.1 Val av optimala jord-lösningsförhållanden

Två jordtyper och tre jord-lösningsförhållanden används (för sex tester). En av jordtyperna har hög halt av organiskt
kol och låg lerhalt, och den andra typen har låg halt avorganiskt kol och hög lerhalt. Följande förhållanden föreslås:

– 50 g jord och 50 cm3 vattenlösning av testämnet (förhållande 1:1),

– 10 g jord och 50 cm3 vattenlösning av testämnet (förhållande 1:5),

– 2 g jord och 50 cm3 vattenlösning av testämnet (förhållande 1:25).

Den minsta mängd jord som behövs för testet beror på laboratoriets utrustning och analysmetodernas prestanda. För
tillförlitliga testresultat rekommenderas dock minst 1 g, helst 2 g.

Ett kontrollprov med enbart testämnet i 0,01 M CaCl2-lösning (ingen jord) testas enligt exakt samma procedur som
används för testsystemet, för att kontrollera testämnets stabilitet i CaCl2-lösningen och dess eventuella adsorption
på testkärlets ytor.



Ett blindprov per jord, med samma mängd jord och en totalvolym på 50 cm3 0,01 M CaCl2-lösning (utan testämne)
testas på samma sätt. Detta blindtest fungerar som bakgrundskontroll under analysen så att man kan detektera
störande ämnen eller förorenade jordar.

Alla test, även kontroll- och blindtest, skall utföras minst två gånger. Det totala antalet prover som skall beredas för
undersökningen bestäms utifrån den metod som används.

Metoderna för den förberedande undersökningen och huvudundersökningen är i regel desamma. I förekommande
fall nämns skillnader som är av betydelse.

De lufttorkade jordproverna bringas till jämvikt genom omröring med en minimivolym på 45 cm3 0,01 M CaCl2
över natten (12 timmar) dagen före testet. Därefter tillsätts en bestämd volym av testämnets stamlösning för att
justera den slutliga volymen till 50 cm3. Den tillsatta mängden av stamlösning skall a) vara högst 10% av
vattenfasens slutliga volym på 50 cm3 för att minimera ändringen av karaktären hos den jämviktade jordlösningen
och b) helst ge en ursprunglig koncentration av testämnet som är i kontakt med jorden (C0) som är minst två
tiopotenser högre än analysmetodens detektionsgräns. Med denna tröskel säkerställs möjligheten att utföra
tillräckligt noggranna mätningar även när stark adsorption inträffar (> 90%) och möjligheten att längre fram
bestämma adsorptionsisotermerna. Helst skall också, om det är möjligt, ämnets ursprungliga koncentration (C0) inte
överskrida hälften av dess löslighetsgräns.

Nedan ges ett exempel på beräkning av stamlösningens koncentration (Cst). För beräkningen gäller antagandet att
detektionsgränsen är 0,01µg cm-3 och adsorptionen 90%. Sålunda skall den ursprungliga koncentrationen av
testämne i kontakt med jorden helst vara 1µg cm-3 (två tiopotenser högre än detektionsgränsen). Under antagandet
att den maximala rekommenderade volymen stamlösning tillsätts, dvs. 5 cm3 till 45 cm3 0,01 M CaCl2-
jämviktslösning (= 10% stamlösning till 50 cm3 total volym av vattenfas), bör stamlösningens koncentration vara
10µg cm-3, dvs. tre tiopotenser högre än analysmetodens detektionsgräns.

Vattenfasens pH skall mätas före och efter kontakt med jorden eftersom pH-värdet spelar en viktig roll för hela
adsorptionsprocessen, särskilt när det gäller joniserbara ämnen.

Lösningen rörs om så länge att adsorptionsjämvikt uppnås. Tiden för att nå jämvikt varierar kraftigt beroende på
ämnet och jorden. I regel räcker 24 timmar (77). Vid den förberedande undersökningen kan sekventiella prover tas
under en omröringstid på 48 timmar, t.ex. vid 4, 8, 24 och 48 timmar, men analystidpunkterna kan också anpassas
till arbetsschemat på laboratoriet.

Det finns två alternativ för analys av testämnet i vattenlösningen: a) parallellmetoden och b) seriemetoden. Det
måste betonas att parallellmetoden, även om den tar längre tid att utföra, innebär enklare matematisk
behandling av resultaten (bilaga 5). Valet av metod måste avgöras utifrån laboratoriets tillgängliga utrustning
och resurser.

a) Parallellmetoden: Prover med samma jord-lösningsförhållande bereds. Antalet prover bestäms av antalet
tidsintervall som används för undersökning av adsorptionskinetiken. Efter centrifugering och i förekommande
fall filtrering tas det första rörets vattenfas till vara så fullständigt som möjligt och mäts efter t.ex. 4 timmar, det
andra rörets vattenfas mäts efter 8 timmar, det tredje rörets efter 24 timmar osv.

b) Seriemetoden: Endast två likadana prover bereds för varje jord-lösningsförhållande. Faserna separeras genom
centrifugering med bestämda tidsintervall. Ett litet delprov av vattenfasen analyseras omedelbart med avseende
på testämnet, och därefter fortsätts testet med den ursprungliga blandningen. Om filtrering utförs efter
centrifugeringen bör laboratoriet ha lämplig utrustning för filtrering av små delprover av vattenlösning. Det
rekommenderas att den totala volymen delprover som tas inte överskrider 1% av lösningens totalvolym, så att
det inte uppstår signifikanta ändringar i jord-lösningsförhållandet och minskningar i den mängd av löst ämne
som är tillgänglig för adsorptionunder testet.



Den procentuella adsorptionen Ati
beräknas för varje tidpunkt (ti) på grundval av den nominella

ursprungskoncentrationen och den uppmätta koncentrationen vid tidpunkten för provtagningen (ti), med
korrigering för blindprovets värde. En kurva där Ati

avsätts mot tiden (figur 1 i bilaga 5) ritas upp för

uppskattning av jämviktsplatån2. Likaså beräknas Kd-värdet vid jämvikt. Utifrån detta Kd-värde väljs lämpliga
jord-lösningsförhållanden i figur 1 så att den procentuella adsorptionen hamnar över 20%, och helst över 50%
(61). De tillämpliga ekvationerna och principerna för uppritningen av kurvan ges i avsnittet "Data och
rapportering" och i bilaga 5.

1.9.2.2 Bestämning av adsorptionens jämviktstid och mängden av testämne som adsorberats vid jämvikt

Kurvor där Ati
eller Caq

ads har avsatts mot tiden används, såsom tidigare nämnts, för att uppskatta när

adsorptionsjämvikt inträtt och vilken mängd av testämne som adsorberats vid jämvikt. I figur 1 och 2 i bilaga 5
finns exempel på sådana kurvor. Jämviktstiden är den tid som systemet behöver för att nå en platå.

Om en viss jord inte ger upphov till någon platå utan en oavbruten ökning, kan detta bero på komplicerande faktorer
såsom biologisk nedbrytning eller långsam diffusion. Biologisk nedbrytning kan konstateras genom att man
upprepar testet med ett steriliserat prov av jorden. Om man fortfarande inte uppnår någon platå är det skäl att forska
efter andra tänkbara faktorer. Det kan göras med lämpliga ändringar av testbetingelserna (temperatur,
omröringstider, jord-lösningsförhållande etc.). Testledaren får avgöra om det är värt att fortsätta testet även om
jämvikt inte kan uppnås.

1.9.2.3 Adsorption på testkärlets yta och testämnets stabilitet

Vissa indikationer rörande testämnets adsorption på testkärlets yta och rörande testämnets stabilitet kan fås fram
genom analys av kontrollproverna. Om en minskning som är större än analysmetodens standardfel konstateras kan
detta bero på abiotiskt sönderfall och/eller adsorption på testkärlets yta. För att avgöra vilket fenomen som är
aktuellt tvättas testkärlets grundligt med en känd volym av lämpligt lösningsmedel, varefter tvättlösningen
analyseras med avseende på testämnet. Om analysen visar att ingen adsorption på testkärlets yta har skett, beror
minskningen på att testämnet är abiotiskt instabilt. Om adsorption kan konstateras, är det nödvändigt att byta till
testkärl av annat material. Dessa resultat gällande adsorption på testkärlets yta kan dock inte direkt extrapoleras till
testet med jord och lösning, eftersom adsorptionen i det senare fallet påverkas av att jord är närvarande.

Ytterligare uppgifter om testämnets stabilitet kan fås fram genom att man gör upp en massbalans som funktion av
tiden. Det görs genom att vattenfasen, extrakt av jord samt testkärlets väggar analyseras med avseende på testämnet.
Skillnaden mellan massan av tillsatt ämne och summan av testämnesmassorna i vattenfasen, i jordextrakten och på
testkärlets väggar är lika med den massa som brutits ned eller förflyktigats eller som inte har extraherats. En
förutsättning för att massbalansen skall kunna bestämmas är att adsorptionsjämvikt uppnås inom den tid som går åt
för testet.

2
Jämviktsplatån kan också uppskattas genom att i ett diagram avsätta testämnets koncentration i vattenfasen(Caq

ads
)

mot tiden (se figur 2 i bilaga 5).



Massbalansen bestäms för båda jordarna och för ett jord-lösningsförhållande för respektive jord som vid jämvikt
ger en adsorption på över 20%, och helst över 50%. När proceduren för att få fram lämpliga jord-
lösningsförhållanden har avslutats med analysen av det sista provet av vattenfas efter 48 timmar, separeras faserna
genom centrifugering och, om så önskas, filtrering. Så mycket vattenfas som möjligt tas tillvara, och ett lämpligt
extraktionslösningsmedel (med extraktionskoefficient på minst 95%) tillsätts jorden för att testämnet skall
extraheras. Minst två extraktioner i följd rekommenderas. Mängden av testämne i extrakten från jord och testkärl
bestäms, och massbalansen beräknas (se ekvation 10 i "Data och rapportering"). Om massbalansen är under 90%
anses testämnet vara instabilt inom testets tidsskala. Undersökningarna kan emellertid fortsättas om man tar
testämnets instabilitet med i beräkningen, och i sådana fall är det tillrådligt att vid huvudundersökningen analysera
båda faserna .

1.9.2.4 Skede 2 – Adsorptionskinetik vid en given koncentration av testämnet

Fem jordar väljs enligt tabell 1. Det är till fördel om dessa fem jordar inbegriper en del eller alla av de jordar som
använts för den förberedande undersökningen. Då behöver skede 2 inte upprepas för den förberedande
undersökningens jordar.

Jämviktstiden, jord-lösningsförhållandet, jordprovets vikt, volymen av vattenfasen i kontakt med jord samt
testämnets koncentration i lösningen väljs på grundval av resultaten från den förberedande undersökningen. Analys
skall helst utföras efter en kontakttid på 2, 4, 6, 8 (eventuellt även 10) och 24 timmar. Omröringstiden kan vid
behov förlängas till högst 48 timmar om ämnet kräver längre jämviktstid. Vid behov kan analystidpunkterna
anpassas.

Varje test (en jord och en lösning) görs minst två gånger för att man skall få en indikation på resultatens varians.
För varje test görs också ett blindtest. Det görs på jord och 0,01 M CaCl2-lösning utan testämne och med samma
vikt och volym som vid det riktiga testet. Som kontroll görs samma testprocedur på ett kontrollprov med enbart
testämnet i 0,01 M CaCl2-lösning (utan jord) som ett sätt att skydda sig mot oförutsedda faktorer.

Den procentuella adsorptionen beräknas för varje tidpunkt Ati
eller tidsintervall A ti∆ (efter behov) och avsätts

mot tiden i ett diagram. Likaså beräknas fördelningskoefficienten Kd vid jämvikt samt den normaliserade
adsorptionskoefficienten Koc(för opolära organiska ämnen).

Resultat av adsorptionskinetiktest

Det linjära Kd-värdet duger i allmänhettill att med tillräcklig noggrannhet beskriva sorptionsbeteendet i jord
(35)(78), och det representerar ett uttryck för ämnenas inherenta rörlighet i jord. Som exempel kan nämnas att
allmänt förekommande kemiska ämnen med Kd ≤ 1 cm3 g-1 i regel anses vara kvalitativt rörliga. Ett system för
rörlighetsklassificering enligt Koc-värden har konstruerats av MacCallet al. (16). Det finns också system för
urlakningsklassificering som bygger på ett samband mellan Koc och DT-503 (32)(79).

Enligt felanalyser (61) kan Kd-värden under 0,3 cm3 g-1 inte uppskattas med tillräcklignoggrannhet på grundval av
en koncentrationsminskning i vattenfasen, inte ens när det (ur noggrannhetssynpunkt) gynnsammaste jord-
lösningsförhållandet används, dvs. 1:1. I detta fall rekommenderas analys av både jord- och lösningsfasen.

3 DT-50: nedbrytningstiden för 50 % av testämnet.



Med hänvisning till ovannämnda anmärkningar är det tillrådligt attundersökningen av ämnets adsorptionsbeteende i
jord och dess potentiella rörlighet fortsätts genom bestämning av Freundlich-adsorptionsisotermer för sådana
system där en tillräckligtnoggrann bestämning av Kd är möjlig enligt schemat för den föreliggande testmetoden. En
noggrann bestämning är möjlig om det värde som fås fram genom att multiplicera Kd med jord-lösningsförhållandet
är > 0,3 när mätningarna grundar sig på en koncentrationsminskning i vattenfasen (indirekt metod), eller > 0,1 när
båda faserna analyseras (direkt metod) (61).

1.9.2.5 Skede 3 – Adsorptionsisotermer, desorptionskinetik och desorptionsisotermer

1.9 .2 .5 .1 Adsorp t ions isotermer

Fem testämneskoncentrationer används, helst så att de sträcker sig över två tiopotenser. Vid valet av koncentrationer
skall vattenlösligheten och de resulterande jämviktskoncentrationerna i vattenlösning tas med i beräkningen.
Jordarnas respektive jord-lösningsförhållanden skall hållas konstanta genom hela undersökningen.
Adsorptionstestet utförs enligt beskrivningen ovan, med enda skillnaden att vattenfasen bara analyseras en gång,
efter den tid som enligt skede 2 går åt för att uppnå jämvikt. Jämviktskoncentrationerna i lösningen bestäms, och
den adsorberade mängden beräknas på grundval av minskningen av testämne i lösningen, eller med hjälp av den
direkta metoden. Den adsorberade massan per enhet jordmassa avsätts mot testämnets jämviktskoncentration i ett
diagram (se "Data och rapportering").

Resultat av adsorptionsisotermtest

Av alla hittills framlagda matematiska adsorptionsmodeller är Freundlich-isotermerna en av de mest använda när
det gäller att beskriva adsorptionsprocesser. För närmare uppgifter om hur man tolkar adsorptionsmodeller och om
deras betydelse hänvisas till arbetena (41)(45)(80)(81)(82).

OBS: Det bör nämnas att jämförelse av KF-värden (Freundlich-adsorptionskoefficienter) för olika ämnen bara är
möjlig om KF-värdena är uttryckta i samma måttenhet (83).

1 .9 .2 .5 .2 Desorp t ionsk inet ik

Syftet med detta test är att undersöka om ett ämne adsorberas reversibelt eller irreversibelt i en jord. Denna
upplysning är betydelsefull eftersom desorptionsprocessen också spelar en viktig roll för hur ett ämne beter sig i
fältjord. Dessutom är desorptionsdata värdefulla som indata när man vill skapa datormodeller för simulering av
urlakning och avrinning av lösta ämnen. Om även desorptionen skall undersökas är dettillrådligt att den nedan
beskrivna undersökningen utförs på varje system för vilket man kunnat göra en noggrann bestämning av Kd i det
föregående adsorptionskinetiktestet.

Desorptionskinetiken kan, på samma sätt som adsorptionskinetiken, undersökas på två alternativa sätt: a)
parallellmetoden och b) seriemetoden. Vilken metod som används får avgöras utifrån laboratoriets utrustning och
resurser.



a) Parallellmetoden: För varje jord som har valts för desorptionsundersökning bereds ett antal prover med samma
jord-lösningsförhållande. Antalet prover är samma som antalet tidpunkter vid vilka man önskar undersöka
adsorptionskinetiken. Helst skall man använda samma tidsintervall som vid adsorptionskinetiktestet, även om
totaltiden kan förlängas efter behov så att desorptionsjämvikt uppnås. För varje test (en jord och en lösning) körs
ett blindprov. Detta består av jorden och 0,1 M CaCl2-lösning, utan testämne, med samma vikt respektive volym
som vid det riktiga testet. Som kontroll utförs samma testprocedur på enbart testämnet i 0,01 M CaCl2-lösning
(utan jord). Alla blandningar av jord med lösning rörs omtills adsorptionsjämvikt uppnås (enligt resultaten från
skede 2). Därefter separeras faserna med centrifugering, och så mycket som möjligt av vattenfasen avlägsnas.
Volymen avlägsnad lösning ersätts med en lika stor volym av 0,01 M CaCl2 utan testämne, och den nya
blandningen rörs om igen. Vattenfasen från det första röret tastill vara så fullständigt som möjligt och mäts efter
t.ex. 2 timmar, vattenfasen från det andra röret efter 4 timmar, från det tredje efter 6 timmar osv., tills
desorptionsjämvikt uppnås.

b) Seriemetoden: Efter adsorptionskinetiktestet centrifugeras blandningen, och så mycket som möjligt av
vattenfasen avlägsnas. Den borttagna lösningens volym ersätts med lika stor volym av 0,01 M CaCl2 utan
testämne. Den nya blandningen rörs omtills desorptionsjämvikt uppnås. Under denna omröringstid centrifugeras
blandningen med bestämda tidsintervall så att faserna separeras. Ettlitet delprov av vattenfasen analyseras
omedelbart med avseende på testämnet, och därefter fortsätts testet med den ursprungliga blandningen. Volymen
för varje enskilt delprov skall vara mindre än 1 % av totalvolymen. Samma mängd av färsk 0,01 M CaCl2-
lösning tillsätts blandningen för att bibehålla förhållandet mellan jord och lösning, och omröringen fortsätts
under nästa tidsintervall.

Den procentuella desorptionen beräknas för varje tidpunkt (Dti
) eller tidsintervall (D ti∆ ) (beroende på vad som

krävs för testet) och avsätts mot tiden i ett diagram. Likaså beräknas desorptionskoefficienten Kdesvid jämvikt. De
aktuella ekvationerna finns i avsnittet "Data och rapportering" och i bilaga 5.

Resultat från desorptionskinetiktest

Adsorptionsprocessens reversibilitet kan uppskattas med hjälp av ett diagram där den procentuella desorptionen
Dti

och adsorptionen Ati
har avsatts mot tiden (i samma diagram). Om desorptionsjämvikt uppnås inom två

gånger tiden för adsorptionsjämvikt, och den totala desorptionen är mer än 75% av den adsorberade mängden, anses
adsorptionen vara reversibel.

1 .9 .2 .5 .3 Desorp t ions isotermer

Freundlich-desorptionsisotermerna bestäms på de jordar som används i adsorptionsisotermtestet. Desorptionstestet
utförs enligt beskrivningen i avsnittet "Desorptionskinetik", medundantag av att vattenfasen bara analyseras en
gång, vid desorptionsjämvikt. Mängden av desorberat testämne beräknas. Halten av kvarvarande adsorberat
testämne i jorden vid desorptionsjämvikt avsätts i ett diagram mot testämnets jämviktskoncentration i lösningen (se
"Data och rapportering" samt bilaga 5).

2. DATA OCH RAPPORTERING

Data från analysen skall presenteras i tabellform (se bilaga 6). De enskilda mätningarna och beräknade medeltal
skall anges. Adsorptionsisotermerna skall presenteras i diagramform. Beräkningarna skall göras på nedan beskrivet
sätt.

Vid beräkningarna antas att vikten av 1 cm3 vattenlösning är 1 g. Därför kan jord-lösningsförhållandet uttryckas
med samma värde oberoende av om vikt/vikt eller vikt/volym valts som måttenhet.



2.1 ADSORPTION

Adsorptionen (Ati
) uttrycks i procent och definieras såsom förhållandet mellan den mängd av ämne som under

testbetingelserna har adsorberats i jorden och den mängd som fanns närvarande vid testets början. Om testämnet är
stabilt och inte i någon signifikant grad adsorberas på kärlets väggar beräknas Ati

vid varje tidpunkt ti enligt

följande ekvation:

(%)
100)i(tads

sm
=

it
A

m0

⋅
(3)

där:

A ti
= den procentuella adsorptionen vid tidpunkten ti (%),

ms
ads(t i ) = massan av testämne som adsorberats i jorden vid tidpunkten ti (µg),

m0 = massan av testämne i provröret, vid testets början (µg).

Närmare anvisningar för hur den procentuella adsorptionen Ati
beräknas för parallell- respektive seriemetoden

finns i bilaga 5.

Fördelningskoefficienten Kd är förhållandet mellan ämnets halt i jordfasen och ämnets masskoncentration i
vattenlösningen när adsorptionsjämvikt har inträtt, under testbetingelserna.

soilm
0V

(eq)ads
aqm

(eq)ads
sm

(eq)ads
aqC

(eq)ads
sC

=K d = (cm3 g-1) (4)

där:

Cs
ads eq( ) = halten av adsorberat ämne i jord vid adsorptionsjämvikt (µg g-1),

Caq
ads(eq) = ämnets masskoncentration i vattenfasen vid adsorptionsjämvikt (µg cm-3). Koncentrationen bestäms

på analytisk väg med beaktande av värdet från blindprovet.

ms
ads(eq) = massan av ämne som adsorberats i jord vid adsorptionsjämvikt (µg),

maq
ads eq( ) = ämnets massa i lösningen vid adsorptionsjämvikt (µg),

msoil = mängd av jordfas, uttryckt som torr jordmassa (g),

V0 = ursprunglig volym av vattenfas i kontakt med jord (cm3).

Sambandet mellan Aeqoch Kd g ges av:

dK =
A eq

100 - Aeq
. 0V

msoil
(cm3g-1) (5)



där:

Aeq = procentuell adsorption vid adsorptionsjämvikt, %.

Den normaliserade adsorptionskoefficienten för organiskt kol Koc bestämmer sambandet mellan
fördelningskoefficienten Kd och halten av organiskt kol i jordprovet:

%OC

100
.K d=K oc (cm3 g-1) (6)

där:

%OC = procentuell andel organiskt kol i jordprovet (g g-1).

Koefficienten Koc representerar ett värde som beskriver hur huvudsakligen opolära organiska ämnen fördelas mellan
å ena sidan jordens eller sedimentets organiska kol och å andra sidan vattnet. Sådana ämnens adsorption är
beroende av den sorberande fasta fasens organiska innehåll (7), och därför beror Koc-värdet på de humösa
fraktionernas specifika egenskaper, eftersom sorptionskapaciteten hos dessa fraktioner kan variera kraftigt beroende
på deras olika ursprung, genes osv.

2.1.1 Adsorptionsisotermer

Ekvationen för Freundlich-adsorptionsisotermer ger sambandet mellan mängden av adsorberat testämne och
testämnets koncentration i lösningen vid jämvikt (ekvation 8).

Data behandlas på samma sätt som i punkten "Adsorption" ovan, och halten av adsorberat testämne i jorden efter

adsorptionstestet( Cs
ads eq( ) , på andra ställen betecknat som x/m) beräknas för varje provrör, under antagandet att

jämvikt har inträtt och attCs
ads eq( ) representerar jämviktsvärdet:

Cs
ads(eq) =

ms
ads eq
msoil

C0 Caq
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( ) ( )
=

− ⋅�
��

�
�� (µg g-1) (7)

Freundlich-adsorptionsekvationen (8) ser ut så här:

Cs
ads(eq) = KF

ads 1/n
Caq

ads eq⋅ ( ) (µg g-1) (8)

eller i linjär form:

logCs
ads(eq) = logKF

ads + 1 n logCaq
ads(eq)⋅ (9)



där:

ads
FK = Freundlich-adsorptionskoefficienten, som anges i dimensionen cm3 g-1 bara om exponenten 1/n = 1. I

alla andra fall införs 1/n i dimensionen för
ads
FK (µg1-1/n (cm3)1/n g-1).

n = regressionskoefficienten. 1/n ligger i regel mellan 0,7 och 1,0 som indikation på att sorptionsdata ofta
är något olinjära.

Ekvationerna (8) och (9) ritas upp i diagram, och värdena på
ads
FK och 1/n beräknas med regressionsanalys med

hjälp av ekvation 9. Likaså beräknas den logaritmiska ekvationens korrelationskoefficient r2. Exempel på kurvor av
detta slag finns i figur 2.

CA S oil logCA S oil

CA W logCA W

Figur 2. Freundlich-adsorptionskurva (normal respektive linjariserad)

2.1.2 Massbalans

Massbalansen (MB) anges i procent och definieras som förhållandet mellan den mängd av ämnet som analytiskt
kan tas till vara efter adsorptionstestet och den nominella mängden av ämnet vid testets början.

Behandlingen av resultaten blir annorlunda om lösningsmedlet är fullständigt blandbart med vatten. Då kan man
behandla resultaten på samma sätt som i punkten ”Desorption” för att bestämma den mängd av ämnet som tagits till
vara genom extraktion av lösningsmedel. Om lösningsmedlet är mindre blandbart med vatten krävs en bestämning
av den tillvaratagna mängden.

Massbalansen MB för adsorptionen beräknas enligt följande ekvation, under antagandet att termen (mE) motsvarar
summan av de testämnesmassor som extraherats ur jorden och från testkärlets yta med hjälp av ett organiskt
lösningsmedel:

(%)
100)Em+(eq)

ads
aqC.Vrec(

=MB
C.V 00

⋅
(10)

där:

MB = massbalans (%),

mE = total massa av testämne som extraherats ur jorden och från testkärlets väggar i två steg (µg),

C0 = ursprunglig masskoncentration i testlösningen som är i kontakt med jord (µg cm-3),

Vrec = volymen supernatant som tagits till vara efter adsorptionsjämvikt (cm-3).



2.2 DESORPTION

Desorptionen (D) uttrycks i procent och definieras som förhållandet mellan den desorberade mängden av testämnet
och den tidigare adsorberade mängden av ämnet, under testbetingelserna:

Dti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

( )
(11)

där:

Dt i
= procentuell desorption vid tidpunkten ti (%),

m (t )aq
des

i = massan av testämne som desorberats ur jorden vid tidpunkten ti (µg),

ms
ads eq( ) = massan av testämne som adsorberats i jorden vid adsorptionsjämvikt (µg).

Närmare anvisningar för sättet att beräkna den procentuella desorptionen Dti
för parallell- och seriemetoden finns

i bilaga 5.

Den skenbara desorptionskoefficienten (Kdes) är, under de aktuella testbetingelserna, förhållandet mellan massan av
ämne som finns kvar i jordfasen och massan av desorberat ämne i vattenlösningen, när desorptionsjämvikt har
inträtt:

des
s
ads

aq
des

aq
des

T

soil
K =

m eq m eq

m (eq)

V

m

( ) ( )−
(cm3 g-1) (12)

där:

Kdes = desorptionskoefficient (cm3 g-1);

maq
des eq)( = totala massan av testämne som desorberats ur jord vid desorptionsjämvikt (µg),

VT = totala volymen av vattenfas i kontakt med jord under desorptionskinetiktestet (cm3).

Anvisningar för beräkning avmaq
des eq( ) finns i bilaga 5 under rubriken ”Desorption”.

Anmärkning

Om adsorptionstestet som föregår desorptionstestet utförts med parallellmetoden, kan volymen VT i ekvation (12)
sättas lika med V0.

2.2.1 Desorptionsisotermer

Ekvationen för Freundlich-desorptionsisotermer beskriver sambandet mellan mängden av testämne som förblir
adsorberat i jorden och koncentrationen av testämne i lösningen vid desorptionsjämvikt (ekvation 16).

Halten av ämne som förblir adsorberat i jorden vid desorptionsjämvikt beräknas för varje provrör enligt följande:

Cs
des(eq)

ms
ads(eq) maq

des(eq)

msoil
=

−
(µg g-1) (13)



m eqaq
des( ) definieras som:

maq
des(eq) = mm

des(eq)
V0
Vr

F
maq

A⋅ − (µg) (14)

där:

(eq)Cdes
s = halten av testämne som förblir adsorberat i jorden vid desorptionsjämvikt (µg g-1),

(eq)mdes
m = massan av ämne som bestämts analytiskt i vattenfasen vid desorptionsjämvikt (µg),

A
aqm = massan av testämne som blivit över (efter att adsorptionsjämvikt inträtt) på grund av ofullständig

volymersättning (µg),

)(eqmdes
aq = massan av ämne i lösningen vid adsorptionsjämvikt (µg),

maq
A maq

ads eq
V0 VR

V0
= ⋅

−�

�

�
�

�

�

�
�

( ) (15)

Vr
F = volymen av lösning som tagits ur röret för uppmätning av testämnet vid desorptionsjämvikt (cm3)

VR = volymen av supernatant som avlägsnats ur röret efter att adsorptionsjämvikt inträtt och som ersatts
med samma volym av 0,01 M CaCl2-lösning (cm3).

Freundlich-desorptionsekvationen (16) ser ut så här:

Cs
des(eq) = KF

des.
1/n

Caq
deseq( ) (µg g-1) (16)

eller i linjär form:

log = logKF
des+ 1 n logCs

des eq Caq
des eq( ) ( )⋅ (17)

där:

K F
des = Freundlich-desorptionskoefficienten,

n = regressionskoefficienten,

Caq
des eq( ) = ämnets masskoncentration i vattenfasen vid desorptionsjämvikt (µg cm-3).

Ekvationerna (16) och (17) kan ritas upp i diagram, och värdet påK F
des och 1/n beräknas med regressionsanalys

med hjälp av ekvation 17.

Anmärkning:

Om Freundlichs adsorptions- eller desorptionsexponent 1/n är lika med 1, blir Freundlichs adsorptions- eller

desorptionskoefficient (K F
ads respektive K F

des) lika med adsorptionens respektive desorptionens



jämviktskoefficient (Kd och Kdes), och kurvorna över Cs som funktion av Caq blir linjära. Om exponenten är skild
från 1, blir kurvorna över Cs som funktion av Caq olinjära, och adsorptions- och desorptionskoefficienterna kommer
att variera längs isotermerna.

2.2.2 RAPPORT

Testrapporten skall innehålla följande uppgifter:

— Fullständiga uppgifter om jordproverna, inbegripet följande:

– områdets geografiska läge (latitud och longitud),

– provtagningsdatum,

– bruksändamål (t.ex. jordbruk, skog osv.),

– provtagningsdjup,

– halt av sand,silt ochclay,

– pH-värden (i 0,01 M CaCl2),

– halt av organiskt kol,

– halt av organiskt material,

– kvävehalt,

– kol-kväveförhållande,

– katjonbyteskapacitet (mmol/kg),

– alla uppgifter av betydelse som rör provtagning och förvaring av jordproverna,

– i förekommande fall, alla uppgifter av betydelse för tolkning av testämnets adsorption och desorption,

– uppgift om vilka metoder som använts för bestämning av enskilda parametrar.

— Relevanta uppgifter om testämnet

— Testtemperaturen

— Centrifugeringsbetingelser

— Analysprocedurer som använts för analys av testämnet

— I förekommande fall motivering för användning av hjälplösningsmedel för beredning av testämnets stamlösning

— I förekommande fall förklaringar av korrigeringar som gjorts i beräkningarna

— Data enligt blanketten (bilaga 6) och diagram

— Alla uppgifter och observationer som kan vara till hjälp för att tolka testresultaten.
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BILAGA 1

Testschema

Val av optimala för-
hållanden jord-lösning

Adsorptionsisotermer Desorptionskinetik

Desorptionsisotermer

Om massbalansen är < 90% är testämnet
binstabilt inom testets tidsskala. Testet kan

fortsättas genom att man analyserar båda
faserna (jord och vattenlösning).

Förberedande undersökning

Finns det en lämplig metod?

Inga ytterligare test

2 jordar

Bestämning av
jämviktstiden

Kontroll av adsoption
på kärlets yta

Kontroll av stabiliteten
genom massbalans-
beräkning

Adsorptionskinetik

Har jämviktsplatån
uppnåtts?

5 jordar

Ja

Ja

Nej

Framtagning av en lämplig analysmetod

Val av lämpligaste metod

ifKd* (msoi/V0)> 0.3(indirekt metod: mätning av det som avgått ur lösningen
Kd*(msoi/ V0) > 0.1(direkt metod : mätning av båda faserna
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BILAGA 2
ADSORPTIONSRESULTATENS NOGGRANNHET SOM FUNKTION AV

ANALYSMETODENS NOGGRANNHET OCH KONCENTRATIONSÄNDRINGEN

Av tabellen nedan (84) framgår klart att när skillnaden mellan massan vid testets början (m0 = 110 µg) och

testämnets massa i lösningen vid jämvikt (maq
ads

eq( ) = 100 µg) är mycket liten, så leder ett fel på 5% vid

mätning av jämviktskoncentrationen till ett fel på 50% i beräkningen av massan av ämne som adsorberats i

jorden (ms
ads

eq( ) ) och ett fel på 52,4% i beräkningen av Kd.

Mängd jord msoil = 10 g
Lösningens volym V0 = 100 cm3

m eqaq
ads( )

(µg)

C eqaq
ads( )

(µg cm-3)

R m eqs
ads( )

*

(µg)

C eqs
ads( )

*

(µg g-1)

R‡ Kd* R‡

För A = 9 %

m
0

=
1

1
0
µ

g
o

r
C

0=
1

.1
0

0µ
g

/c
m

3 100

101

105

109

1,000

1,010

1,050

1,090

verkligt
värde

1%

5%

9%

10

9

5

1

1,00

0,90

0,50

0,10

verkligt
värde

10%

50%

90%

1

0,891

0,476

0,092

10,9%

52,4%

90,8%

För A = 55 %

m
0

=
1

1
0
µ

g
o

r
C

0=
1

.1
0

0µ
g

/c
m

3 50,0

50,5

52,5

55,0

0,500

0,505

0,525

0,550

verkligt
värde

1%

5%

10%

60,0

59,5

57,5

55,0

6,00

5,95

5,75

5,50

verkligt
värde

0,8%

4,0%

8,3%

12,00

11,78

10,95

10,00

1,8%

8,8%

16,7%

För A = 99 %

m
0

=
1

1
0
µ

g
o

r
C

0=
1

.1
0

0µ
g

/c
m

3 1,100

1,111

1,155

1,21

0,011

0,01111

0,01155

0,0121

verkligt
värde

1%

5%

10%

108,9

108,889

108,845

108,790

10,89

10,8889

10,8845

10,8790

verkligt
värde

0,01%

0,05%

0,10%

990

980

942

899

1,0%

4,8%

9,2%



* ms
ads(eq) = m0 - maq

ads eq( ) , Cs
ads(eq) =

C0 - Caq
ads(eq) V0

msoil

�
��

�
�� , dK =

ms
ads(eq)

maq
ads(eq)

V0
msoil

där:

ms
ads(eq) = testämnets massa i jordfasen vid jämvikt,µg;

maq
ads eq( ) = testämnets massa i vattenfasen vid jämvikt, µg;

Cs
ads(eq) = testämnets halt i jordfasen vid jämvikt,µg g-1;

Caq
ads(eq) = testämnets masskoncentration i vattenfasen vid jämvikt,µg cm-3;

R = analysfel vid bestämning avmaq
ads(eq)

R‡ = beräkningsfel på grund av analysfelet R.



BILAGA 3

ESTIMERINGSMETODER FÖR K d

1. Genom estimeringsmetoder kan Kd uppskattas på grundval av samband med t.ex. Pow-värden (12)(39)(63-68),
vattenlöslighetsdata (12)(19)(21)(39)(68-73) eller polaritetsdata som fåtts fram från HPLC-RP (omvänd fas) (74-
76). Koc och Kom beräknas med hjälp av ekvationerna i tabell 1 och 2, och sedan räknas Kd fram indirekt ur följande
ekvationer:

ocK = dK .
100

%oc
(cm3 g-1) omK =

dK

1.724
.

100

%oc
(cm3 g-1)

2. Principen för dessa samband grundar sig på två antaganden: 1) det är främst jordens organiska material som
påverkar hur ett ämne adsorberas, och 2) de växelverkansprocesser som förekommer är i huvudsak opolära. Det
innebär att dessa samband 1) inte, eller bara delvis, kan tillämpas på polära ämnen, och 2) inte kan tillämpas i fall
där jordens halt av organiskt material är mycket låg (12). Vidare gäller att samma sak inte kan konstateras angående
sambandet mellan vattenlöslighet och adsorptionens omfattning (19)(21), även om man har funnittillfredsställande
korrelation mellan Pow och adsorption (19). Hittills gjordaundersökningar har gett motsägelsefulla resultat.

3. I tabell 1 ges några exempel på samband mellan adsorptionens fördelningskoefficient och
fördelningskoefficienten oktanol–vatten. I tabell 2 ges några exempel på samband mellan adsorptionens
fördelningskoefficient och vattenlösligheten.

Tabell 1. Exempel på samband mellan adsorptionens fördelningsskoefficient och fördelningskoefficienten
oktanol–vatten. Ytterligare exempel finns i (12) (68).

Ämne Samband Författare

Substituerad urea log Kom = 0,69 + 0,52 log Pow Briggs (1981) (39)

Aromatiska klorerade

ämnen

log Koc = - 0,779+ 0,904 log Pow Chiouet al. (1983) (65)

Diverse bekämpningsmedel log Kom = 4,4 + 0,72 log Pow Gerstl och Mingelgrin (1984) (66)

Aromatiska kolväten log Koc = -2,53 + 1,15 log Pow Vowles och Mantoura (1987) (67)

Tabell 2. Exempel på samband mellan adsorptionens fördelningskoefficient och vattenlösligheten. Ytterligare
exempel finns i (68) (69).

Ämne Samband Författare

Diverse bekämpnings-

medel

log Kom= 3,8 – 0,561 log Sw Gerstl och Mingelgrin (1984) (66)

Alifatiska, aromatiska,

klorerade ämnen

log Kom = (4,040 +/– 0,038) -

(0,557 +/- 0,012) log Sw

Chiouet al. (1979) (70)

α-naftol log Koc = 4,273 – 0,686 log Sw Hasset et al. (1981) (71)

Cykliska, alifatiska

aromatiska ämnen

log Koc = - 1,405 – 0,921 log Sw -

0,00953 (mp-25)

Karickhoff (1981) (72)

Diverse föreningar log Kom = 2,75 – 0,45 log Sw Moreale van Blade (1982) (73)



BILAGA 4

BERÄKNINGAR FÖR BESTÄMNING AV CENTRIFUGERINGSBETINGELSER

1.Centrifugeringstiden fås fram genom följande formel, under antagande att partiklarna är sfäriska:

t = 9
2

[
s2 2rp ( aq)

]ln (Rb
Rt)

η
ω ρ ρ−

(1)

Av praktiska skäl ges parametrarna i måttenheterna g, cm etc. i stället för de normala SI-enheterna.

där:

ω = rotationshastighet (=2π rpm/60), rad s-1

rpm = varv per minut

η = lösningens viskositet, g s-1 cm-1

rp = partikelradie, cm

ρs = jordens densitet, g cm-3

ρaq = lösningens densitet, g cm-3

Rt = avstånd från centrifugrotorns centrum till lösningens övre yta i centrifugeringsröret, cm

Rb = avstånd från centrifugrotorns centrum till centrifugeringsrörets botten, cm

Rb-Rt = jord-lösningsblandningens höjd i centrifugeringsröret, cm.

För att säkerställa fullständig separation får centrifugen som regel gå två gånger den framräknade tiden.

2. Ekvation 1 kan förenklas ytterligare om lösningens viskositet (η) och densitet (ρaq) kan anses vara samma
som viskositeten och densiteten för vatten vid 25 °C, dvs.η = 8.95 x 10-3g s-1cm-1 ochρaq = 1,0 g cm-3.

Då fås centrifugeringstiden genom ekvation 2:

t
rpm rp s

Rb
Rt

=
⋅ −
3 7

2 2 1

.

( ) ( )
ln

ρ
(2)

3. Av ekvation 2 framgår tydligt att det är två faktorer som har stor betydelse när det gäller att bestämma de
centrifugeringsbetingelser, dvs. tid (t) och varvtal (rpm), som behövs för att åstadkomma separation av partiklar
av en viss storlek (i detta fall med radien 0,1µm): 1) jordens densitet och 2) blandningens höjd i
centrifugeringsröret (Rb-Rt), dvs. det avstånd som en jordpartikel färdas från lösningens övre yta till rörets
botten. För en given volym bestäms blandningens höjd självfallet av rörets radie.

4. I figur 1 visas centrifugeringstiden (t) som funktion av varvtalet (rpm) för olika jorddensiteter (ρs) (figur 1 a)
och för olika blandningshöjder i centrifugeringsröret (figur 2 a). Av figur 1 a framgår inverkan av jordens
densitet tydligt – vid klassisk centrifugering med 3000 rpm är centrifugeringstiden cirka 240 minuter när
jordens densitet är 1,2 g cm3, men bara 50 minuter när densiteten är 2,0 g cm3. Likaså visar figur 1 b att
centrifugeringstiden vid klassisk centrifugering med 3000 rpm är cirka 50 minuter om blandningens höjd är
10 cm men bara 7 minuter om höjden är 1 cm. Det är dock viktigt att finna en optimal avvägning mellan å ena
sidan så liten blandningshöjd som möjligt för centrifugeringen och å andra sidan enkel hantering när det gäller
att separera faserna efter centrifugering.



5. När testbetingelserna för separering av jord- och lösningsfaserna skall bestämmas är det också viktigt att
beakta eventuell förekomst av en tredje ”pseudofas”, dvs. kolloider. Dessa partiklar är mindre än 0,2µm och
kan ha viktig inverkan på hela adsorptionsmekanismen för ett ämne i en jordsuspension. När centrifugeringen utförs
på ovan beskrivet sätt blir kolloiderna kvar i vattenfasen och analyseras då tillsammans med den. Då går
informationen om deras inverkan förlorad.

Om laboratoriet har möjligheter till ultracentrifugering eller ultrafiltrering kan adsorptionen och desorptionen av ett
ämne i jord studeras mer ingående, även beträffande ämnets adsorption på kolloiderna. Då skall ultracentrifugering
med 60.000 rpm/min eller ultrafiltrering med filterporositeten 100.000 Dalton användas för att separera de tre
faserna jord, kolloider och lösning. Då skall också testschemat ändras så att alla tre faserna tas med i
ämnesanalysen.
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Figur 1a. Samband mellan centrifugeringstid (t) och centrifugeringsvarvtal (rpm) för olika jorddensiteter
(ρs). Rt = 10 cm, Rb – Rt = 10 cm,η = 8,95 x 10-3g s-1cm-1 ochρaq = 1,0 g cm-3 vid 25 °C.
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Figur 1b. Samband mellan centrifugeringstid (t) och centrifugeringsvarvtal (rpm) för olika höjder på
blandningen i centrifugeringsröret (Rb – Rt) = L; Rt = 10 cm, η = 8,95 x 10-3g s-1cm-1,
ρaq = 1,0 g.cm-3 vid 25 °C ochρs = 2,0 g cm-3.



BILAGA 5

BERÄKNING AV ADSORPTION A (%) OCH DESORPTION D (%)

Procedurens tidsschema är följande:

t0 t1 t2 tntn-1tn-2

∆∆∆∆t1 ∆∆∆∆t2 ∆∆∆∆tn-1 ∆∆∆∆tn

Tid t

För samtliga beräkningar gäller antagandet att testämnet är stabilt och att det inte i någon signifikant grad
adsorberas på kärlets väggar.

ADSORPTION A (%)

a) Parallellmetoden

Den procentuella adsorptionen beräknas för varje provrör (i) vid varje tidpunkt (ti), enligt följande ekvation:

(%)
m

100)i(t
ads
sm

=
it

A
0

⋅
(1)4

Ekvationens termer beräknas enligt följande:

g)(V.C=m 000 µ (2)

g)(V0)i(t
ads
aqC-m=)i(t

ads
sm 0 µ⋅ (3)

där:

A ti
= den procentuella adsorptionen (%) vid tidpunkten ti,

ms
ads ti( ) = testämnets massa i jorden vid tidpunkten ti då analysen utförs (µg),

m0 = testämnets massa i provröret vid testets början (µg),

C0 = ursprunglig masskoncentration i testlösningen som är i kontakt med jorden (µg cm-3),

Caq
ads(t i ) = ämnets masskoncentration i vattenfasen vid tidpunkten ti då analysen utförs (µg cm-3).

Denna koncentration bestäms analytiskt med beaktande av värdena från blindproven.

V0 = ursprunglig volym för den testlösning som är i kontakt med jorden (cm3).

Värdet på den procentuella adsorptionen Ati
eller Caq

ads(t i ) avsätts mot tiden i ett diagram, och kurvan används

för att bestämma tiden för när sorptionsjämvikt inträder. Exempel på sådana kurvor finns i figur 1 och figur 2.

4
Ekvationen gäller för både direkt och indirekt metod.
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Figur 1. Kurva för bestämning av adsorptionsjämvikt
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Figur 2. Testämnets masskoncentration i vattenfasen (Caq) som funktion av tiden.



b) Seriemetoden

I ekvationerna som följer är utgångspunkten att adsorptionen undersöks genom mätning av testämnet i små
delprover av vattenfasen med bestämda tidsintervall.

• Den mängd ämne som adsorberats i jorden under varje tidsintervall beräknas på följande sätt:

– för det första tidsintervallet∆t1 = t1- t0

ms
ads t1 m0 mm

ads t
V0

va
A

( ) ( )∆ = − ⋅
�

�

�
�

�

�

�
�1 (4)

– för det andra tidsintervallet∆t2 = t2- t1

ms
ads t2 mm

ads t
V0
va

A
mm

ads t
V0 va

A

va
A

( ) ( ) ( )∆ = ⋅ − ⋅
−�

�

�
�

�

�

�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�1 2 (5)

– för det tredje tidsintervallet∆t3 = t3- t2

ms
ads t mm

ads t
V0 va

A

va
A

mm
ads t

V0 va
A

va
A

( ) ( ) ( )∆ 3 2 3
2

= ⋅
−

− ⋅
− ⋅�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

(6)

- för det n:te tidsintervallet∆tn = tn- tn-1

( ) ( )
ms

ads tn mm
ads(t n 1)

V0 n 2 va
A

va
A

mm
ads(tn

V0 n 1 va
A

va
A

( ) )∆ = − ⋅
− − ⋅

− ⋅
− − ⋅�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
�
�

(7)

• Den procentuella adsorptionen under varje tidsintervallA ti∆ beräknas genom ekvationen

( )A ti

ms
ads t i

m0
100 %∆

∆
= ⋅

( )
(8)5

och den procentuella adsorptionen vid tidpunkten ti (A ti
) fås genom ekvationen

( )A ti

ms
ads j

j= t

ti

m
0

100 %=

�

⋅

( )
∆

∆

1 (9)5

5
Ekvationen gäller för både direkt och indirekt metod. De övriga ekvationerna gäller bara när den indirekta metoden

används.



Adsorptionsvärdena Ati
eller A ti∆ (beroende på vad som krävs i undersökningen) ritas upp som funktion av

tiden i ett diagram, och kurvan används för att bestämma tidpunkten för när sorptionsjämvikt inträder.

• Vid jämviktstiden teq gäller följande:

– massan av testämne som adsorberats i jorden:

ms
ads eq ms

ads
ti 1

n
t i( ) ( )=

=
�

∆
∆ (10)5

– massan av testämne i lösningen:

maq
ads eq m0 ms

ads
ti 1

n
t i( ) ( )= −

=
�

∆
∆ (11)5

– och den procentuella adsorptionen vid jämvikt:

A eq
ms

ads(eq)
m0

100= ⋅ (%) (12)5

De ovan använda parametrarna definieras enligt följande:

ms
ads( t1), ms

ads( t2) ,... ,ms
ads( tn)∆ ∆ ∆ = massan av ämne som adsorberats i jorden under tidsintervallen

∆t1, ∆t2,...,∆tn (µg),

mm
ads(t1), mm

ads(t2) ,... , mn
ads(tn) = massan av ämne som uppmätts i ett delprovva

A vid tidpunkterna t1,

t2,...tn (µg),

m
s
ads(eq) = massan av ämne som adsorberats i jorden vid adsorptionsjämvikt

(µg),

maq
ads eq( ) = massan av ämne i lösningen vid adsorptionsjämvikt (µg),

va
A = volymen av det delprov i vilket testämnet uppmäts (cm3),

A ti∆ = procentuell adsorption under tidsintervallet∆ti (%),

Aeq = procentuell adsorption vid adsorptionsjämvikt (%).

DESORPTION D (%)

Som starttid t0 för desorptionskinetiktestet räknas den tidpunkt då den maximala tillvaratagna volymen av
testämneslösning (efter att adsorptionsjämvikt har inträtt) ersätts med en lika stor volym 0,01 M CaCl2-lösning.



a) Parallellmetoden

Vid tidpunkten ti uppmäts massan av testämnet i volymen av den vattenfas som tagits ur rör nummer i (Vr
i ), och

den desorberade massan beräknas enligt följande ekvation:

maq
des t i mm

des(t i )
V0
Vr

i
maq

A( ) = ⋅ −
�

�

�
�

�

�

�
�

(13)

Vid desorptionsjämvikt är ti = teq, och därför ärmaq
des(t i ) = maq

des(eq).

Massan av testämne som har desorberats under ett tidsintervall (∆ti) ges av ekvationen:

maq
des( t i ) maq

des(t i ) maq
des(j)

j 1

i 1
∆ = −

=

−
� (14)

Den procentuella desorptionen beräknas

• för tidpunkten ti enligt ekvationen

Dti

maq
des(t i )

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

(15)

• och för tidsintervallet∆ti enligt ekvationen

D ti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)∆
∆

= ⋅
( )

( )
(16)

där:

Dti
= procentuell desorption vid tidpunkten ti (%),

D ti∆ = procentuell desorption under tidsintervallet∆ti (%),

maq
des(t i ) = massan av testämne som desorberats vid tidpunkten ti (µg),

maq
des t i )(∆ = massan av testämne som desorberats under tidsintervallet∆ti (µg),

mm
des ti( ) = massan av testämne som uppmätts analytiskt vid tidpunkten ti i den lösningsvolym

Vr
i som har tagits för analysen (µg),

maq
A = massan av testämne som blivit över från adsorptionsjämvikten på grund av ofullständig

volymersättning (µg),



m a q
A m a q

a d s e q
V 0 V R

V 0
= ⋅

−�

�

�
�

�

�

�
�

( ) (17)

maq
ads eq( ) = massan av testämne i lösningen vid adsorptionsjämvikt (µg),

VR = volymen av supernatant som tagits ur röret efter uppnådd adsorptionsjämvikt
och som ersatts med samma volym 0,01 M CaCl2-lösning (cm3),

Vr
i = volymen av lösning som tagits ur rör nummer i för uppmätning av testämnet

i desorptionskinetiktestet (cm3).

Desorptionsvärdena Dti
eller D ti∆ (beroende på vad som krävs i undersökningen) ritas upp som funktion av

tiden i ett diagram, och kurvan används för att bestämma när desorptionsjämvikt inträder.

b) Seriemetoden

I ekvationerna som följer är utgångspunkten att den föregående adsorptionsundersökningen utförts genom att

mäta testämnet i små delprovsvolymer(va
A ) av vattenfasen (seriemetoden, se avsnitt 1.9 "Mätförfarande").

Härvid antas a) att volymen av den supernatant som avlägsnats ur röret efter adsorptionskinetiktestet har ersatts
med en lika stor volym av 0,01 M CaCl2-lösning (VR) och b) att den totala volymen av vattenfasen som är i
kontakt med jord (VT) under desorptionskinetiktestet förblir konstant och ges av följande ekvation:

VT Vo va
A i

i 1

n
= −

=
� ( ) (18)

Vid tidpunkten ti gäller följande:

• Massan av testämne mäts i ett litet delprov(va
D) och den desorberade massan beräknas enligt följande

ekvation:

( )
maq

des t i mm
des t i

VT
va

D
maq

A
VT i 1 va

D

VT
( ) ( )= ⋅ − ⋅

− − ⋅�

�

�
�

�

�

�
�

�
�
� �

�
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�

�
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�
�

�

�

�
�
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�

(19)

• Vid desorptionsjämvikt är ti = teq, och därför ärmaq
des(t i ) = maq

des(eq).

• Den procentuella desorptionen Dti
beräknas enligt följande ekvation:

Dti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

( )
(20)



För tidsintervallet∆ti gäller följande:

• Mängden desorberat ämne beräknas för varje tidsintervall, enligt följande:

— för det första tidsintervallet∆t1 = t1-t0:

maq
des t1 mm

des t
VT
va

D
maq

A( ) ( )∆ = ⋅ −
�

�

�
�

�

�

�
�1 och ms

des t ms
aq eq maq

des t1( ) ( ) ( )1 = − ∆ (21)

— för det andra tidsintervallet∆t2 = t2-t1:
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D
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2 och

ms
des t ms
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— för det n:te tidsintervallet∆tn = tn tn-1:
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Till slut beräknas den procentuella desorptionen under varje tidsintervallD ti∆ med hjälp av ekvationen

( )D ti

maq
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och den procentuella desorptionenDti
vid tidpunkten ti ges av ekvationen
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där de ovan använda parametrarna definieras på följande sätt:

m ( t ), m ( t ) ,... ,m ( t )s
des

1 s
des

2 s
des

n∆ ∆ ∆ = massan av testämne som förblir adsorberat i jorden efter

tidsintervallen∆t1, ∆t2,...,∆tn (µg),

maq
des( t1), maq

des( t2) ,... ,maq
des( tn)∆ ∆ ∆ = massan av testämne som desorberas under tidsintervallen

∆t1, ∆t2,...,∆tn (µg),



m (t ), m (t ) ,... ,m (t )m
des

1 m
des

2 m
des

n = massan av ämne som uppmätts i ett delprov(va
D) vid

tidpunkterna t1,t2,..., tn (µg),

VT = totala volymen av vattenfas som är i kontakt med jorden under
desorptionskinetiktestet enligt seriemetoden (cm3),

maq
A = massan av testämne som blivit över efter uppnådd adsorptionsjämvikt

på grund av ofullständig volymersättning (µg),
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VR = volymen av supernatant som avlägsnats ur röret efter att adsorptionsjämvikt inträtt och som ersatts
med samma volym av 0,01 M CaCl2-lösning (cm3)

va
D = volymen av det delprov som tagits för analys ur rör nummer i under desorptionskinetiktestet enligt

seriemetoden (cm3).

va
D 0.02 VT≤ ⋅ (27)



BILAGA 6

TEST AV ADSORPTION OCH DESORPTION I JORDAR – RAPPORTBLANKETTER

Testämne:

Jord:

Jordens torrhalt (105°C, 12 h):……………………………………………………………………………………%

Temperatur:..................................................................................................................................................................°C

Analysmetodens lämplighet

Uppvägt jordprov g

Jordens torrmassa g

CaCl2-lösningens volym cm3

Slutlösningens nominella koncentration µg cm-3

Slutlösningens analyserade koncentration µg cm-3

Princip för den använda analysmetoden:

Kalibrering av analysmetoden:



Testämne:

Jord:

Jordens torrhalt (105°C, 12 h):…………………………………………………...…………………..…..……….%

Temperatur:.................................................................................................................................................................°C

Analysmetod: Indirekt metod Parallellmetod Seriemetod

Direkt metod

Adsorptionstest: testprover

Beteck-
ning

Mått-
enhet

Jämviktstid Jämviktstid Jämviktstid Jämviktstid

Rör nr
Uppvägt jordprov – g

Jordens torrmassa msoil g

Uppvägda jordprovets
vattenvolym (beräknat
värde)

VWS cm3

Volym av 0,01 M
CaCl2-lösning för att få
jorden i jämvikt

cm3

Stamlösningens volym cm3

Totalvolym av vattenfas
i kontakt med jord

V0 cm3

Testlösningens
ursprungliga
koncentration

C0 µg cm-3

Testämnets massa vid
testets början

m0 µg

Efter omröring och centrifugering

Indirekt metod

Parallellmetod

Testämnets
koncentration i
vattenfasen (med
blindprovskorrigering)

Caqads(ti )
µg cm-3

Seriemetod

Massan av testämne
som uppmätts i

delprovetv a
A

mmadsti( ) µg

Direkt metod
Massan av testämne
som adsorberats i jord

msadsti( ) µg

Beräkning av adsorptionen

Adsorption Ati
%

A ti∆ %

Medelvärde

Adsorptionskoefficient Kd cm3 g-1

Medelvärde

Adsorptionskoefficient Koc cm3 g-1

Medelvärde



Testämne:

Jord:

Jordens torrhalt (105°C, 12 h):……………………………………………………………………………………%

Temperatur:……………………………………………………………………………………………………….°C

Adsorptionstest: blind- och kontrollprov

Beteck-
ning

Mått-
enhet

Blindprov Blindprov Kontrollprov

Rör nr

Uppvägt jordprov – g 0 0

Uppvägda jordprovets vattenvolym
(beräknat värde)

cm3 - -

Tillsatt volym av 0,01 M CaCl2-
lösning

cm3

Tillsatt volym av testämnets
stamlösning

cm3 0 0

Vattenfasens totalvolym (beräknat
värde)

cm3 - -

Testämnets ursprungliga
koncentration i vattenfasen

µg cm-3

Efter omröring och centrifugering

Koncentration i vattenfasen µg cm-3

Anmärkning: Lägg till kolumner efter behov.



Testämne:

Jord:

Jordens torrhalt (105°C 12 h):…………………………………….……………………………...………………..%

Temperatur:...............................................................................................................................................……….......°C

Massbalans

Beteckning Mått-
enhet

Rör nr

Uppvägt jordprov – g

Jordens torrmassa msoil g

Uppvägda jordprovets vattenvolym (beräknat
värde)

VWS ml

Volym av 0,01 M CaCl2-lösning för att få jorden i
jämvikt

ml

Stamlösningens volym cm3

Total volym av vattenfas i kontakt med jord V0 cm3

Testlösningens ursprungliga koncentration C0 µg cm-3

Jämviktstid - h

Efter omröring och centrifugering

Testämnets koncentration i vattenfasen (med
blindprovskorrigering)

Caqads(eq) µg cm-3

Jämviktstid teq h

1:a utspädning med lösningsmedel

Avlägsnad volym av vattenfas Vrec cm3

Tillsatt volym av lösningsmedel ∆V cm3

1:a extraktion med lösningsmedel

Signalutslag vid analys av lösningsmedlet SE1 varie-
rande

Testämnets koncentration i lösningsmedlet CE1 µg cm-3

Massan av ämne som extraherats från jord och
kärlets väggar

mE1 µg

2:a utspädning med lösningsmedel

Avlägsnad volym av lösningsmedel ∆Vs cm3

Tillsatt volym av lösningsmedel ∆V′ cm3

2:a extraktion med lösningsmedel

Signalutslag vid analys av lösningsmedlet SE2 varie-
rande

Testämnets koncentration i lösningsmedlet CE2 µg cm-3

Massan av testämne som extraherats från jord och
kärlets väggar

mE2 µg

Total massa av testämne som extraherats i två
steg

mE

Massbalans MB %



Testämne:

Jord:

Jordens torrhalt (105°C, 12 h):……………………………………………………………………………………%

Temperatur:……………………………………………………………………………………………………….°C

Adsorptionsisotermer

Beteck-
ning

Mått-
enhet

Rör nr

Uppvägt jordprov – g

Jordprovets torrmassa E g

Uppvägda jordprovets
vattenvolym (beräknat värde)

VWS cm3

Volym av 0,01 M CaCl2-
lösning för att få jorden i
jämvikt

cm3

Volym av tillsatt stamlösning cm3

Total volym av vattenfas i
kontakt med jord (beräknat
värde

V0 cm3

Lösningens koncentration C0 µg cm-3

Jämviktstid - h

Efter omröring och centrifugering

Testämnets koncentration i
vattenfasen (med
blindprovskorrigering)

C (eq)aq
ads µg cm-3

Temperatur °C

Adsorberad massa per enhet
jord

C (eq)s
ads µg g-1

Regressionsanalys:

värdet påK F
ads

:

värdet på l/n:
regressionskoefficient r2:



Testämne:

Jord:

Jordens torrhalt (105°C, 12 h):………………………………………………………………………………...…..%

Temperatur:..................................................................................................................................................................°C

Analysmetod: Indirekt metod Parallellmetod Seriemetod

Desorptionstest

Beteck-
ning

Måttenhet Tids-
intervall

Tids-
intervall

Tids-
intervall

Tids-
intervall

Numret på röret som kommer från adsorptionssteget

Massan av testämne som adsorberats i
jord vid adsorptionsjämvikt

msadseq( ) µg

Avlägsnad volym av vattenfas, ersatt
med 0,01 M CaCl2

VR cm3

Total volym av vattenfas PM V0 cm3

i kontakt med jord SM VT cm3

Massan av testämne som blivit över
efter uppnådd adsorptionsjämvikt på
grund av ofullständig volymersättning

maqA µg

Desorptionskinetik

Uppmätt massa av testämne som
desorberats ur jorden vid tidpunkten ti

mmdesti( ) µg

Volym av lösning som tagits
ur rör nummer i för

PM Vr
i cm3

uppmätning av testämnet SM vaD
cm3

Massan av testämne som desorberats
ur jorden vid tiden ti (beräknat värde)

maqdesti( ) µg

Massan testämne som desorberats ur
jorden under tidsintervallet ∆ti

(beräknat värde)

maqdes ti( )∆ µg

Procentuell desorption

Desorption vid tidpunkten tI Dti
%

Desorption under tidsintervallet∆ti D ti∆ %

Skenbar desorptionskoefficient Kdes

PM: Parallellmetod
SM: Seriemetod



C.19. UPPSKATTNING AV ADSORPTIONSKOEFFICIENTEN ( KOC) I JORD OCH AVLOPPSSLAM MED
ANVÄNDNING AV HÖGTRYCKSVÄTSKEKROMATOGRAFI (HPLC)

1. METOD

Denna metod är i stort sett identisk med OECD TG121 (2000).

1.1 INLEDNING

Sorptionsbeteendet hos ämnen i jord eller avloppsslam kan beskrivas med hjälp av parametrar som bestämts på
experimentell väg med testmetod C.18. En viktig parameter är adsorptionskoefficienten. Den definieras som
förhållandet mellan ämnets koncentration i jorden/slammet och ämnets koncentration i vattenfasen vid
adsorptionsjämvikt. En adsorptionskoefficient som är normaliserad till jordens halt av organiskt bundet kol (Koc) är
en värdefull indikator på en kemikalies bindningsförmåga till det organiska materialet i jord och avloppsslam och ger
möjlighet att jämföra olika kemikalier. Denna parameter kan uppskattas genom korrelationer med vattenlösligheten
och fördelningskoefficienten n-oktanol/vatten (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

Vid den försöksmetod som beskrivs här används HPLC för uppskattning av adsorptionskoefficienten Koc i jord och
avloppsslam (8). Dessa uppskattningar är tillförlitligare än resultaten från QSAR-beräkningar (9). En
uppskattningsmetod kan aldrig helt ersätta mätningar vid jämvikt i uppslammat prov (testmetod C.18). Det
uppskattade värdet på Koc kan dock användas som stöd vid valet av lämpliga testparametrar för adsorptions-
/desorptionsundersökningar enligt testmetod C.18, genom beräkning av Kd (distributionskoefficient) eller Kf
(Freundlich-adsorptionskoefficient) enligt ekvation 3 (se avsnitt 1.2).

1.2 DEFINITIONER

K d: Distributionskoefficienten definieras som förhållandet mellan jämviktkoncentrationerna C för ett upplöst
testämne i ett tvåfassystem som består av sorbent (jord eller avloppsslam) och en vattenfas. Förhållandet har ingen
måttenhet när koncentrationerna i båda faserna uttrycks som vikt per vikt. Om koncentrationen i vattenfasen ges som
vikt per volym blir måttenheten ml·g-1. Kd kan variera beroende på sorbentens egenskaper och kan vara
koncentrationsberoende.

Kd =

vatten

slam

vatten

jord

C

C
eller

C

C
(1)

där

Cjord = testämnets koncentration i jord vid jämvikt (µg · g-1)
Cslam= testämnets koncentration i slam vid jämvikt (µg · g-1)
Cvatten= testämnets koncentration i vattenfasen vid jämvikt (µg · g-1 , µg · ml-1).



K f : Freundlich-adsorptionskoefficienten definieras som testämnets koncentration i jord eller avloppsslam (x/m) när
jämviktskoncentrationen Cvatten i vattenfasen har värdet ett. Måttenheten ärµg.g-1 sorbent. Värdet kan variera
beroende på sorbentens egenskaper.

log =
m

x
log Kf +

n

1
⋅ log Cvatten (2)

där

x/m = mängden testämne x (µg) som adsorberats på mängden sorbent m (g) vid jämvikt
1/n = lutningen hos Freundlich-adsorptionsisotermen
Cvatten= testämnets koncentration i vattenfasen vid jämvikt (µg ⋅ ml- 1)

När Cvatten= 1; log Kf = log
m

x

K oc: Distributionskoefficienten (Kd) eller Freundlich-adsorptionskoefficienten (Kf) normaliserad till sorbentens halt
av organiskt kol (foc). Särskilt för icke-joniserade kemikalier utgör den en ungefärlig indikator på omfattningen av
adsorption mellan ett ämne och sorbenten och ger möjlighet att göra jämförelser mellan olika kemikalier. Beroende
på måttenheterna för Kd och Kf, kan Koc sakna måttenhet eller ha måttenheten ml⋅ g-1 eller µg ⋅ g- 1 organiskt
material.

)
1-

gg(
f

K
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1-
gmlellermåttenhetutan(

f

K
K

oc

f

oc

d
oc ⋅⋅= µ (3)

Förhållandet mellan Koc och Kd är inte alltid linjärt och därför kan Koc-värdena variera mellan olika typer av jord
men värdenas variabilitet är betydligt mindre jämfört med Kd- eller Kf-värden.
Adsorptionskoefficienten (Koc) härleds från kapacitetsfaktorn (k') med användning av en kalibreringskurva
log k' mot log Koc för valda referensföreningar.

t0

t-tR
=k 0′ (4)

där

tR : HPLC retentionstiden för test- och referensämne (minuter)
t0 : HPLC dödtid (minuter) (se avsnitt 1.8.2).

POW : Fördelningskoefficienten oktanol-vatten definieras som förhållandet mellan koncentrationerna för upplösta
ämnen i n-oktanol och vatten. Värdet har ingen måttenhet.

)ow
vatten

oktanol
ow K(

C

C
P == (5)



1.3 REFERENSÄMNEN

Strukturformeln, renheten och dissociationskonstanten (i tillämpliga fall) bör vara kända innan metoden används.
Helst skall man också ha tillgång till information om lösligheten i vatten och organiska lösningsmedel,
fördelningskoefficienten oktanol-vatten och hydrolysegenskaperna.

För att korrelera uppmätta HPLC-retentionsdata för ett testämne med ämnets adsorptionskoefficient Koc behövs en
kalibreringskurva för log Koc mot log k'. För kurvan krävs minst sex referenspunkter, av vilka minst en ligger
ovanför och en under det förväntade värdet för testämnet. Metodens resultat blir betydligt mer exakt om man
använder referensämnen som är strukturellt besläktade med testämnet. Om sådana data inte finns tillgängliga ligger
valet av lämpliga kalibreringsämnen hos användaren. Då bör en mer allmän uppsättning av strukturellt heterogena
ämnen väljas. I tabell 1 görs en uppräkning av ämnen och Koc-värden som kan användas för avloppsslam och i tabell
3 ges motsvarande uppgifter för jord. Om andra kalibreringsämnen används måste detta motiveras.

1.4 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

HPLC utförs med analytiska kolonner som är packade med kommersiellt tillgänglig stationär fas av cyanopropyl
med lipofila och polära grupper. Den stationära fasen är måttligt polär och baserad på en silikamatris, enligt följande:

– O – Si

silika

– CH2 – CH2 – CH2

icke-polär bulk

– CN

polär grupp

Principen för testmetoden är densamma som för testmetod A.8 (Fördelningskoefficient, HPLC-metod). När testämnet
passerar genom kolonnen tillsammans med den rörliga fasen växelverkar testämnet med den stationära fasen. Testämnet
fördelas mellan den rörliga och stationära fasen och bromsas därför upp. I och med den stationära fasens
sammansättning med både polära och icke-polära bindningsställen kan en molekyls polära och icke-polära grupper
växelverka på liknande sätt som när det gäller organiskt material i jord eller i avloppsslam. Det betyder att man kan
bestämma förhållandet mellan retentionstiden i kolonnen och adsorptionskoefficienten i organiskt material.

pH-värdet har stor inverkan på sorptionsbeteendet, särskilt när det gäller polära ämnen. I jordbruksjord eller tankar i
avloppsreningsverk varierar pH-värdet i regel mellan 5,5 och 7,5. För joniserbara ämnen bör man utföra två test i
lämpliga buffertlösningar där det ena testet utförs med joniserad form och det andra med icke-joniserad form, men
endast i fall där minst 10 % av testämnet dissocieras inom pH-intervallet 5,5 – 7,5.

Eftersom endast förhållandet mellan retentionen i HPLC-kolonnen och adsorptionskoefficient används för utvärderingen
behövs ingen kvantitativ analytisk metod och endast retentionstiden behöver bestämmas. Om en lämplig uppsättning
referensämnen och standardbetingelser kan användas för testet ger denna metod tillgång till ett snabbt och effektivt sätt
för bestämning av adsorptionskoefficienten Koc.



1.5 TESTETS TILLÄMPBARHET

HPLC-metoden kan användas på kemiska ämnen (märkta eller omärkta) för vilka det finns tillgång till ett lämpligt
detektionssystem (t.ex. spektrofotometer, radioaktivitetsdetektor) och som är tillräckligt stabila under den tid testet varar.
Testet kan vara särskilt användbart för kemikalier som är svåra att undersöka i andra försökssystem (t.ex. flyktiga
ämnen, ämnen som inte är lösliga i vatten vid koncentrationer som kan mätas analytiskt, ämnen med en hög affinitet till
ytan i inkubationssystem). Metoden kan användas för blandningar som ger olösta elutionsband. I sådana fall bör man
ange log Koc-värdenas övre och undre gränser för testblandningens föreningar.

Orenheter kan i bland leda till problem vid tolkningen av HPLC-resultaten, men orenheterna har inte så stor betydelse så
länge som testämnet klart kan identifieras analytiskt och separeras från orenheterna.

Metoden är validerad för de ämnen som räknas upp i tabell 1 i bilagan och metoden har också tillämpats på ett antal
andra kemikalier i följande kemikalieklasser:

– Aromatiska aminer (t.ex. trifluralin, 4-kloranilin, 3,5-dinitroanilin, 4-metylanilin, N-metylanilin,
1- naftylamin).

– Estrar av aromatiska karboxylsyror (t.ex. bensoesyrametylester, 3,5-dinitrobensoesyraetylester).

– Aromatiska kolväten (t.ex. toluen, xylen, etylbensen, nitrobensen).

– Aryloxifenoxipropionsyraestrar (t.ex. diklofop-metyl, fenoxaprop-etyl, fenoxaprop-P-etyl).

– Bensimidazol- och imidazol-fungicider (t.ex. karbendazim, fuberidazol, triazoxid).

– Karboxylsyraamider (t.ex. 2-klorbensamid, N,N-dimetylbensamid, 3,5-dinitrobensamid, N-metylbensamid,
2-nitrobensamid, 3-nitrobensamid).

– Klorerade kolväten (t.ex. endosulfan, DDT, hexaklorbensen, quintozen, 1,2,3-triklorbensen).

– Bekämpningsmedel typ organiska fosforföreningar (t.ex. azinfosmetyl, disulfoton, fenamifos, isofenfos, pyrazofos,
sulprofos, triazofos).

– Fenoler (t.ex. fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, pentaklorofenol, 2,4,6-triklorfenol, 1-naftol).

– Fenylureaderivat (t.ex. isoproturon, monolinuron, pencycuron).

– Pigmentfärgämnen (t.ex. Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81).

– Polyaromatiska kolväten (t.ex. acenaften, naftalen).

– 1,3,5-triazin-herbicider (t.ex. prometryn, propazin, simazin, terbutryn).

– Triazolderivat (t.ex. tebukonazol, triadimefon, tradimenol, triapentenol).

Metoden kan inte tillämpas på ämnen som reagerar med eluenten eller den stationära fasen. Metoden är heller inte
tillämplig på ämnen som har specifik växelverkan med oorganiska komponenter (t.ex. genom bildning av
klusterkomplex med lermineraler). Metoden fungerar eventuellt inte för ytaktiva ämnen, oorganiska föreningar och
måttliga eller starka organiska syror och baser. Log Koc-värden från 1,5 till 5,0 kan bestämmas. Joniserbara ämnen måste
mätas med hjälp av en buffrad rörlig fas, men stor vikt måste fästas vid att undvika utfällning av buffertkomponenter
eller testämne.



1.6 KVALITETSKRITERIER

1.6.1 Noggrannhet

I regel kan adsorptionskoefficient för ett testämne bestämmas inom +/− 0,5 logaritmiska enheter av det värde som kan
bestämmas med mätningar vid jämvikt i uppslammat prov (se tabell 1 i bilagan). Noggrannheten förbättras om det finns
tillgång till referensämnen som är strukturellt besläktade med testämnet.

1.6.2 Repeterbarhet

Bestämningarna bör köras minst två gånger. De log Koc-värden som härletts från individuella mätningar bör ligga inom
ett område på 0,25 logaritmiska enheter.

1.6.3 Reproducerbarhet

De erfarenheter man hittills har från metoden ger belägg för metodens validitet. En undersökning av HPLC-metoden
med 48 ämnen (i huvudsak bekämpningsämnen) för vilka det fannstillgång till tillförlitliga data om Koc i jord gav en
korrelationskoefficient på R = 0,95 (10) (11).
Ett jämförelsetest utfördes av elva deltagande laboratorier för att förbättra och validera metoden (12). Resultaten anges i
tabell 2 i bilagan.

1.7 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.7.1 Preliminär uppskattning av adsorptionskoefficienten

Fördelningskoefficienten oktanol-vatten Pow (= Kow) och, i viss utsträckning, vattenlösligheten kan användas som
indikatorer för adsorptionens omfattning, särskilt för icke-joniserande ämnen. Det betyder att dessa indikatorer kan
användas för preliminära orienterande test. Korrelationer för flera grupper av kemikalier finns angivna i ett antal
publikationer (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

1.7.2 Apparatur

För testet krävs en vätskekromatograf försedd med en pulsfri pump och lämplig detekteringsutrustning. Det är tillrådligt
att använda en injektionsventil med en injektionsslinga. Kolonnen skall vara packad med kommersiellt tillgängligt
kemiskt bundet cyanopropylharts på silikabas (t.ex. Hypersil och Zorbax CN). En guardkolonn av samma material kan
placeras mellan injektionssystemet och analyskolonnen. Kolonner från olika tillverkare kan vara mycket olika när det
gäller separationseffektivitet. Som riktvärden för den kapacitetsfaktor k' som bör uppnås gäller följande: log k' > 0,0 för
log Koc = 3,0 och log k' >− 0,4 för log Koc = 2,0 när man använder metanol/vatten 55/45 % som rörlig fas.



1.7.3 Rörlig fas

Flera olika rörliga faser har testats och följande två rekommenderas:

– metanol/vatten (55/45 % v/v)
– metanol/0,01 M citratbuffert pH 6,0 (55/45 % v/v)

För beredning av det eluerande lösningsmedlet används HPLC-klassificerad metanol och destillerat vatten eller
citratbuffert. Blandningen avgasas före användningen. Isokratisk eluering bör användas. Om blandningar av metanol och
vatten inte är lämpliga kan man försöka med andra blandningar av organiskt lösningsmedel och vatten, t.ex. etanol och
vatten eller acetonitril och vatten. För joniserbara blandningar rekommenderas användning av buffertlösningar för
stabilisering av pH. Stor vikt måste fästas vid att undvika saltutfällning och kolonnförsämring, vilket kan inträffa med
vissa blandningar av organisk fas/buffert.

Inga tillsatser av typen jonparsreagenser bör användas, eftersom de kan påverka den stationära fasens sorptions-
egenskaper. Sådana ändringar i den stationära fasen kan i vissa fall vara irreversibla. Därför måste alla försök där
tillsatser används utföras med separata kolonner.

1.7.4 Upplösta ämnen

Test- och referensämnen upplöses i den rörliga fasen.

1.8 TESTETS UTFÖRANDE

1.8.1 Testbetingelser

Temperaturen under mätningarna bör registreras. Det är högst tillrådligt att hålla kolonnen i temperaturkontrollerad
miljö för att garantera konstanta betingelser under kalibrerings- och bestämningskörningarna och vid mätning av
testämnet.

1.8.2 Bestämning av dödtiden to

För bestämning av dödtiden to kan två olika metoder användas (se även avsnitt 1.2).

1.8.2.1 Bestämning av dödtiden to med användning av en homolog serie

Detta förfarande har visat sig ge tillförlitliga och standardiserade värden på to. Närmare uppgifter finns i testmetod A.8
(Fördelningskoefficient (n-oktanol/vatten), HPLC-metoden).

1.8.2.2 Bestämning av dödtiden to med användning av inerta ämnen som inte bromsas upp i kolonnen
Denna teknik baserar sig på injicering av lösningar av formamid, urea eller natriumnitrat. Mätningarna bör utföras minst
två gånger.



1.8.3 Bestämning av retentionstiderna tR

Referensämnena bör väljas enligt beskrivningen i avsnitt 1.3. Vid bestämning av retentionstiderna kan de injiceras som
en blandad standard, förutsatt att det finns belägg för att retentionstiden för varje referensstandard inte påverkas av
närvaron av de andra referensstandarderna. Kalibreringen bör utföras med regelbundna intervall minst två gånger
dagligen så att man kan beakta inverkan av oväntade förändringar i kolonnens prestanda. Det bästa förfarandet är att
göra injektionerna före och efter injektionerna av testämnet, för att bekräfta att retentionstiderna inte har förskjutits.
Testämnena injiceras i så små mängder som möjligt (för att undvika överbelastning på kolonnen) och deras
retentionstider bestäms.

Bestämningarna bör göras minst dubbelt för att öka mätningarnas tillförlitlighet. De värden på log Koc som härletts från
individuella mätningar bör falla inom ett område på 0,25 logaritmiska enheter.

1.8.4 Utvärdering

Kapacitetsfaktorerna k' beräknas utifrån dödtiden to och retentionstiderna tR hos de valda referensämnena enligt
ekvation 4 (se avsnitt 1.2). Referensämnenas värden på log k' plottas sedan mot deras värden på log Koc från
mätningar vid jämvikt i uppslammat prov (se tabellerna 1 och 2 i bilagan). Med hjälp av den erhållna kurvan kan log
k'-värdet för ett testämne därefter användas för att bestämma ämnets log Koc-värde. Om de aktuella resultaten visar
att log Koc för testämnet ligger utanför kalibreringsområdet måste testet upprepas med användning av andra,
lämpligare referensämnen.

2. DATA OCH RAPPORTERING

Rapporten måste innehålla följande uppgifter:

– Identifiering av test- och referensämnen och deras renhet samt, om det är relevant, pKa-värden.

– Beskrivning av utrustningen och testbetingelserna, t.ex. analyskolonnens (och guardkolonnens) typ och mått,
detekteringsmetoden, den rörliga fasen (komponenternas förhållande, pH), temperaturområdet under
mätningarna.

– Dödtid och den metod som har använts för att bestämma den.

– Mängderna test- och referensämnen som har tillförts kolonnen.

– Retentionstiderna för de referensämnen som har använts för kalibrering.

– Närmare uppgifter om den anpassade regressionslinjen (log k' mot log Koc) och en grafisk framställning av
regressionslinjen.

– Medelvärden för retentionsdata och uppskattat log Koc-värde för testämnet.

– Kromatogram.
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BILAGA

Tabell 1

Jämförelse av Koc-värden för jord och avloppsslam
och beräknade värden från HPLC-screeningmetoden1,2

Ämne
CAS-nr log Koc

avlopps-
slam

log Koc

HPLC
∆∆∆∆ log Koc

jord
log Koc

HPLC
∆∆∆∆

Atrazin 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39
Linuron 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30
Fention 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,09
Monuron 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,27
Fenantren 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0,57
Bensoesyrafenylester 93-99-2 3,26 3,03 0,23 2,87 2,94 0,07
Bensamid 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,01
4-nitrobensamid 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,66 0,27
Acetanilid 103-84-4 1,52 1,53 0,01 1,26 1,69 0,08
Anilin 62-53-3 1,74 1,47 0,27 2,07 1,64 0,43
2,5-dikloranilin 95-82-9 2,45 2,59 0,14 2,55 2,58 0,03

1 W. Kördel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997), ”Application of the HPLC-screening method for the determination of the
adsorption coefficient on sewage sludges”,Chemosphere, 35(1/2), 121–128.

2 W. Kördel, D. Hennecke, C. Franke (1997), ”Determination of the adsorption coefficients of organic substances on
sewage sludges”Chemosphere, 35 (1/2), 107–119.

Tabell 2

Resultat av jämförelsetest mellan laboratorier (11 deltagande laboratorier)
som har utförts för att förbättra och validera HPLC-metoden 1

Ämne CAS-nr Log Koc K oc log Koc

[OECD 106] [HPLC-metoden]
Atrazin 1912-24-9 1,81 78 ± 16 1,89
Monuron 150-68-5 1,99 100± 8 2,00
Triapentenol 77608-88-3 2,37 292± 58 2,47
Linuron 330-55-2 2,59 465± 62 2,67
Fention 55-38-9 3,31 2062± 648 3,31

1 W. Kördel, G. Kotthoff, J. Müller (1995), ”HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient on
soil-results of a ring test”,Chemosphere, 30(7), 1373–1384.



Tabell 3

Rekommenderade referensämnen för HPLC-screeningmetoden
på grundval av jordadsorptionsdata.

Referensämne CAS-nr log Koc-medelvärden
från mätningar vid

jämvikt i uppslammat
prov

antal Koc-data log S.D. källa

Acetanilid 103-84-4 1,25 4 0,48 a
Fenol 108-95-2 1,32 4 0,70 a
2-nitrobensamid 610-15-1 1,45 3 0,90 b
N,N-dimetylbensamid 611-74-5 1,52 2 0,45 a
4-metylbensamid 619-55-6 1,78 3 1,76 a
Metylbensoat 93-58-3 1,80 4 1,08 a
Atrazin 1912-24-9 1,81 3 1,08 c
Isoproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 c
3-nitrobensamid 645-09-0 1,95 3 1,31 b
Anilin 62-53-3 2,07 4 1,73 a
3,5-dinitrobensamid 121-81-3 2,31 3 1,27 b
Karbendazim 10605-21-7 2,35 3 1,37 c
Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 c
Triazoxid 72459-58-6 2,44 3 1,66 c
Triazofos 24017-47-8 2,55 3 1,78 c
Linuron 330-55-2 2,59 3 1,97 c
Naftalen 91-20-3 2,75 4 2,20 a
Endosulfandiol 2157-19-9 3,02 5 2,29 c
Metiokarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 c
Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 a
1,2,3-triklorbensen 87-61-6 3,16 4 1,40 a
γ-HCH 58-89-9 3,23 5 2,94 a
Fention 55-38-9 3,31 3 2,49 c
Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 a
Pyrazofos 13457-18-6 3,65 3 2,70 c
α-endosulfan 959-98-8 4,09 5 3,74 c
Diklofop-metyl 51338-27-3 4,20 3 3,77 c
Fenantren 85-01-8 4,09 4 3,83 a
Basic Blue 41 (blandning) 26850-47-5

12270-13-2
4,89 4 4,46 a

DDT 50-29-3 5,63 1 – b

a W. Kördel, J. Müller (1994), ”Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC”,
UBA R & D Report No. 106 01 044, (1994).

b B.V. Oepen, W. Kördel, W. Klein. (1991),Chemosphere, 22, 285–304.
c Data från industrin.



C.20  REPRODUKTIONSTEST PÅ DAPHNIA MAGNA

1. METOD

Denna testmetod för reproduktionstoxicitet motsvarar OECD TG 211 (1998).

1.1 INLEDNING

Det primära syftet med detta test är att bedöma kemikaliers verkningar på reproduktionskapaciteten hos
Daphnia magna.

1.2 DEFINITIONER OCH ENHETER

Föräldrageneration: de Daphnia -honor som finns närvarande vid testets början och vars
reproduktionskapacitet testas.

Avkomma: de unga Daphnia  som produceras av föräldragenerationen under testets gång.

Lägsta koncentration vid vilken verkningar observeras (Lowest Observed Effect Concentration,
LOEC): den lägsta testkoncentrationen vid vilken ämnet inom en fastställd exponeringsperiod framkallar
statistiskt signifikanta verkningar på reproduktion och på föräldragenerationens mortalitet (vid p < 0,05)
jämfört med kontrollgruppen. Alla testkoncentrationer ovanför LOEC måste framkalla skadliga verkningar
som är lika stora eller större än de verkningar som observeras vid LOEC. Om dessa två villkor inte uppfylls
måste en fullständig förklaring ges till hur man har valt LOEC (och NOEC).

Koncentration vid vilken inga verkningar observeras (No Observed Effect Concentration, NOEC):
den testkoncentration omedelbart under LOEC som inom en fastställd exponeringsperiod inte framkallar några
statistiskt signifikanta verkningar (p < 0,05) jämfört med kontrollgruppen.

ECx: den koncentration av testämnet upplöst i vatten som inom en fastställd exponeringsperiod leder till en
minskning på x % av reproduktionskapaciteten hos Daphnia magna.

Inneboende tillväxthastighet: ett mått på populationens tillväxt vilket omfattar reproduktionskapacitet
och åldersspecifik mortalitet (20), (21), (22). I steady state-populationer är värdet på detta mått noll. För
växande populationer är värdet positivt och för minskande populationer är värdet negativt. Det senare är inte
hållbart och leder i slutändan till utrotning.

Detektionsgräns: den lägsta koncentration som kan detekteras men inte kvantifieras.

Bestämningsgräns: den lägsta koncentration som kan mätas kvantitativt.

Mortalitet: ett djur registreras som dött när det är orörligt, dvs. när det inte kan simma eller om man inte kan
observera rörelser hos bihang eller bakkropp inom 15 sekunder efter en försiktig omrörning i testkärlet.
(Eventuell annan definition som används måste rapporteras tillsammans med motsvarande hänvisning).



1.3 PRINCIP FÖR TESTMETODEN

Unga honor av Daphnia  (föräldragenerationen) som är yngre än 24 timmar vid testets början exponeras för
testämnet som tillsätts vatten i en serie koncentrationer. Testperiodens längd är 21 dagar. Vid testets slut görs
en bedömning av mängden levande avkomma per föräldrageneration. Sådan avkomma som producerats under
testet men som dör under testets gång räknas inte med. Föräldragenerationens reproduktionskapacitet kan
uttryckas på andra sätt (t.ex. mängden avkomma som producerats per djur per dag från och med första dagen
då avkomma observerades). Sådana andra sätt måste i förekommande fall rapporteras separat, utöver varje
föräldragenerations totala mängd levande avkomma vid testets slut. Reproduktionskapaciteten hos djur som
exponeras för testämnet jämförs med kontrollgruppens (kontrollgruppernas) reproduktionskapacitet i syfte
att fastställa den lägsta koncentration vid vilken verkningar observeras (LOEC) och den koncentration vid
vilken inga verkningar observeras (NOEC). Dessutom bör data i så stor utsträckning det är möjligt analyseras
med en regressionsmodell i syfte att uppskatta den koncentration som skulle leda till en minskning på x % av
reproduktionskapaciteten (t.ex. EC50, EC20 eller EC10).

Föräldragenerationens överlevnad och tiden fram till produktion av den första satsen avkomma måste också
rapporteras. Övriga testämnesrelaterade verkningar på parametrar såsom tillväxt (t.ex. längd) och eventuellt
inneboende tillväxthastighet  kan också undersökas.

1.4 INFORMATION OM TESTÄMNET

Resultat från test avseende akut toxicitet (se metod C.2, del I) som utförts på Daphnia magna bör finnas
tillgängliga. Resultaten kan vara användbara vid valet av lämpliga testkoncentrationer för reproduktionstest.
Data om testämnets vattenlöslighet och ångtryck bör vara kända och man bör ha tillgång till en tillförlitlig
analysmetod för kvantifiering av ämnet i testlösningarna med rapporterad återhämtningsgrad och
bestämningsgräns.

För definition av testförhållandena bör man ange bl.a. testämnets strukturformel, renhet, stabilitet i ljus,
stabilitet vid testförhållandena, pKa, Pow och resultaten från test för biologisk lättnedbrytbarhet (se metod
C. 4).

1.5 TESTETS GILTIGHET

För att ett test skall vara giltigt måste följande kriterier uppfyllas för kontrollgruppen (kontrollgrupperna):

—` Föräldragenerationens mortalitet (honor av Daphnia ) får inte överskrida 20 % vid testets slut.

— Det genomsnittliga antalet avkommor som har producerats per föräldradjur och som lever vid testets
slut måste vara ≥ 60.

1.6 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.6.1 Utrustning

Testkärl och annan apparatur som kommer i kontakt med testämnet bör vara tillverkade av glas eller annat
kemiskt inert material. I regel används glasbägare.

Dessutom behövs åtminstone en del av följande utrustning:

— Syrgasmätare (med mikroelektrod eller annan lämplig anordning för mätning av löst syrgas i
lågvolymsprover).

— Utrustning för temperaturreglering.

— pH-meter.

— Utrustning för bestämning av vattnets hårdhetsgrad.

— Utrustning för bestämning av totalt organiskt kol (TOC) i vattnet eller utrustning för bestämning av
kemisk syreförbrukning (COD).

— Apparatur för reglering av belysningen och mätning av ljusets intensitet.



1.6.2 Testorganism

Testet utförs på Daphnia magna Straus. Andra Daphnia -arter kan användas förutsatt att de uppfyller
tillämpliga giltighetskriterier (ett relevant giltighetskriterium är reproduktionskapaciteten i
kontrollgrupperna). Om andra arter av Daphnia  används måste de identifieras ordentligt och det skall
motiveras varför de används.

Klonen skall helst identifieras med hjälp av genotypen. Forskningsresultat (1) har visat att
reproduktionskapaciteten hos klon A (som härrör från IRCHA i Frankrike) (3) genomgående uppfyller
giltighetskriteriet som gäller ett genomsnitt på ≥60 överlevande avkommor per föräldradjur vid odling i de
betingelser som beskrivs i denna metod. Andra kloner kan godtas förutsatt att Daphnia -odlingen kan påvisas
uppfylla giltighetskriterierna för ett test.

Vid testets början måste djuren vara yngre än 24 timmar och får inte tillhöra den första satsen avkomma.
Djuren måste komma från en frisk stam (dvs. de får inte uppvisa tecken på stress, t.ex. hög mortalitet,
förekomst av hanar och ephippia , fördröjd produktion av första satsen avkomma, missfärgade djur osv.).
Stamdjuren måste hållas vid samma odlingsbetingelser (ljus, temperatur, medium, utfodring och djur per
volymenhet) som används vid testet. Om annat än normalt odlingsmedium för Daphnia  används vid testet är
det tillrådligt med en acklimatiseringsperiod på i regel cirka 3 veckor (dvs. en generation) innan testets inleds,
för att undvika stress på föräldragenerationen.

1.6.3 Testmedium

För testet rekommenderas ett fullständigt definierat medium. Avsaknaden av tillsatser (t.ex. alger, jordextrakt
osv.) som är svåra att karakterisera möjliggör bättre standardisering mellan laboratorier. Elendt M4- (4) och
M7-medier (se bilaga 1) har konstaterats vara lämpliga för ändamålet. Andra medier (se t.ex. (5) och (6)) kan
godtas förutsatt att det kan visas att Daphnia -odlingen uppfyller giltighetskriterierna för testet.

Vid användning av medier som innehåller icke definierade tillsatser skall dessa tillsatser klart specificeras och
uppgifter om deras sammansättning lämnas i testrapporten. Det är särskilt viktigt att ange kolhalten, eftersom
kol kan utgöra ett fodertillskott. Det rekommenderas att totalt organiskt kol (TOC) och/eller kemisk syre-
förbrukning (COD) bestäms i en stamberedning av den organiska tillsatsen och att en uppskattning görs av hur
denna påverkar TOC/COD i testmediet. TOC-nivån i mediet (dvs. före tillsats av algerna) bör vara lägre än
2 mg/l (7).

Vid testning av ämnen som innehåller metaller är det viktigt att beakta det faktum att testmediets egenskaper
(t.ex. hårdhet och kelateringsförmåga) kan ha inverkan på testämnets toxicitet. Därför rekommenderas ett
fullständigt definierat medium. För närvarande är Elendt M4 och M7 de enda medier som veterligen är
lämpliga för långtidsodling av Daphnia magna. Båda medierna innehåller kelatbildaren EDTA. Det finns
resultat (2) som tyder på att toxiciteten hos kadmium i regel förefaller vara lägre när reproduktionstestet
genomförs i M4- och M7-medier än i när det genomförs i medier som inte innehåller EDTA. M4 och M7
rekommenderas därför inte för testning av ämnen som innehåller metaller. Likaså bör andra medier som
innehåller kända kelatbildare undvikas. I fråga om metallhaltiga ämnen kan det vara tillrådligt att använda ett
alternativt medium såsom ASTM-rekonstruerat hårt sötvatten (7) som inte innehåller EDTA, med tillsats av
algextrakt (8). Kombinationen av ASTM-rekonstruerat hårt sötvatten och algextrakt är också lämplig för
långtidsodling och testning av Daphnia magna (2), även om det fortfarande förekommer en svag
keleringseffekt på grund av den organiska komponenten i det tillförda algextraktet.

Vid testets början och under testets gång bör halten upplöst syrgas ligga över 3 mg/l. pH-värdet bör ligga inom
området 6–9 och bör i regel inte variera med mer än 1,5 enheter inom ett test. En vattenhårdhet över 140
mg/l (som CaCO3) rekommenderas. Vid test med denna nivå och över har man kunnat observera en
reproduktionskapacitet som uppfyller giltighetskriterierna (9), (10).



1.6.4 Testlösningar

Testlösningar av de valda koncentrationerna bereds i regel genom utspädning av en stamlösning.
Stamlösningarna bör helst beredas genom upplösning av ämnet i testmediet.

I vissa fall behövs organiska lösningsmedel eller dispergeringsmedel för att få en stamlösning av lämplig
koncentration, men användningen av sådana hjälpämnen bör undvikas med alla medel. Lämpliga lösningsmedel
är t.ex. aceton, etanol, metanol, dimetylformamid och trietylenglykol. Exempel på lämpliga
dispergeringsmedel är Cremophor RH40, metylcellulosa (0,01 %) och HCO-40. Testämnets halt i
testlösningarna bör under inga omständigheter överskrida lösligheten i testmediet.

Lösningsmedel används för att producera en stamlösning som kan doseras exakt i vatten. Vid den
rekommenderade lösningsmedelskoncentrationen i det slutliga testmediet (≤ 0,1 ml/l) är de ovan
uppräknade lösningsmedlen inte toxiska och ökar inte ämnets vattenlöslighet.

Dispergeringsmedel kan underlätta dispergering och exakt dosering. Vid den rekommenderade
koncentrationen i det slutliga testmediet (≤ 0,1 ml/l) är de ovan uppräknade dispergeringsmedlen inte
toxiska och ökar inte ämnets vattenlöslighet.

1.7 TESTETS UTFORMNING

Fördelningen av behandlingar och den efterföljande hanteringen av testkärlen bör vara slumpmässig. I annat
fall kan man få missvisande resultat som kan tolkas som en koncentrationsrelaterad verkan. Särskilt om
testenheterna hanteras i koncentrationsordning kan vissa tidsrelaterade faktorer, såsom trötthet hos
personalen eller andra felfaktorer, leda till större verkningar vid de högre koncentrationerna. Om
testresultaten sannolikt kommer att påverkas av omständigheter i början av testet eller av miljöbetingelser,
såsom placering i laboratoriet, bör man överväga blockuppdelning.

1.8 FÖRFARANDE

1.8.1 Exponeringsförhållanden

1.8.1.1 Testperiodens längd

Testperiodens längd är 21 dagar.

1.8.1.2 Djurtäthet

Föräldradjuren hålls individuellt, ett djur per testkärl, med 50 – 100 ml medium per kärl.

I vissa fall behövs större volymer med tanke på de krav som gäller för den analytiska procedur som används
för bestämning av testämnets koncentration, även om det för den kemiska analysen är tillåtet med pooling av
replikat. Om volymer över 100 ml används måste eventuellt den dos som ges till Daphnia  ökas för att
garantera tillräcklig tillgång på foder och förenlighet med giltighetskriterierna. Vid genomflödestest kan
alternativ testutformning övervägas av tekniska skäl (t.ex. fyra grupper med 10 djur per grupp i en större
volym), men varje ändring av testutformningen måste rapporteras.



1.8.1.3 Antalet djur

För halvstatiskt test behövs minst 10 djur per testkoncentration och minst 10 individuellt hållna djur i
kontrollserierna.

För genomflödestest har en uppdelning med 40 djur i fyra grupper om 10 djur per testkoncentration visat sig
vara lämplig (1). Ett mindre antal testorganismer kan användas och man rekommenderar ett minimum på
20 djur per koncentration uppdelade i två eller flera replikat med samma antal djur (t.ex. fyra replikat med
fem Daphnia  per replikat). I fråga om test där djuren hålls i grupper bör man dock beakta att
reproduktionskapaciteten inte kan uttryckas som totalantalet överlevande avkommor per föräldradjur om
föräldradjur dör. I sådana fall måste reproduktionskapaciteten uttryckas som "totalantalet överlevande
avkommor som har producerats per föräldradjur som fanns närvarande vid testets början".

1.8.1.4 Utfodring

Vid halvstatiskt test ges foder helst dagligen men minst tre gånger per vecka (vid byte av medium). Avvikelser
från detta (t.ex. vid genomflödestest) måste rapporteras.

Under testet bör föräldradjuren helst utfodras med levande algceller. En eller flera av följande arter kan
användas: Chlorella  sp, Selenastrum capricornutum  (numera Pseudokirchneriella subcapitata  (11)) och
Scenedesmus subspicatus. Utfodringen bör grunda sig på mängden organiskt kol (C) som ges till varje
föräldradjur. Forskningsresultat (12) för Daphnia magna har visat att det är tillräckligt med dosnivåer mellan
0,1 och 0,2 mg organiskt kol per Daphnia  och dag för att nå upp till den mängd avkomma som behövs med
tanke på giltighetskriterierna för testet. Dosen kan ges med konstant dosering under hela testet eller, om så
önskas, med lägre dosering i början och därefter ökande dosering i takt med föräldradjurens tillväxt. I det
senare fallet bör dosen ändå alltid hållas inom det rekommenderade området 0,1 – 0,2 mg organiskt kol per
Daphnia  och dag.

Om andra mätningssätt (t.ex. antalet algceller eller ljusabsorbans) används för att kontrollera utfodringens
dosnivå (av bekvämlighetsskäl, eftersom mätning av kolhalten är tidskrävande) måste varje laboratorium
upprätta egna nomogram för mätningarna av algodlingens kolhalt (i bilaga 2 finns anvisningar för hur man
upprättar nomogram). Nomogrammen måste ses över minst årligen, och oftare om algodlingsbetingelserna har
förändrats. Ljusabsorbans har konstaterats vara en bättre metod än cellräkning när det gäller bestämning av
kolhalten (13).

Algsuspensionen som används för utfodring av Daphnia  bör vara koncentrerad, så att minimal volym
algodlingsmedium överförs till testkärlen. För att höja algkoncentrationen kan man använda centrifugering
med påföljande återsuspension i destillerat vatten, avjoniserat vatten eller Daphnia -odlingsmedium.

1.8.1.5 Ljus

Ljuset hålls på i 16 timmar med en intensitet som inte överskrider 15 – 20 µE· m-2 · s-1.

1.8.1.6 Temperatur

Temperaturen i testmediet bör hållas inom området 18–22°C. Inom ett och samma försök får temperaturen i
mån av möjlighet inte variera med mer än 2°C inom de angivna gränserna (t.ex. 18–20, 19–21 eller 20–22°C).
Temperaturövervakningen kan gärna ordnas med hjälp av ett extra testkärl.

1.8.1.7 Luftning

Testkärlen får inte luftas under testet.



1.8.2 Testkoncentrationer

I regel används minst fem testkoncentrationer. Koncentrationerna bör ligga i en geometrisk serie med en
separationsfaktor som helst inte bör överskrida 3,2. Dessutom bör ett lämpligt antal replikat användas för
varje testkoncentration (se avsnitt 1.8.1.3). Om mindre än fem koncentrationer används måste detta
motiveras. Ämnen får inte testas i koncentrationer som överskrider löslighetsgränsen i testmediet.

Vid valet av koncentrationsområde bör man beakta följande:

i. Om syftet är att få värden på LOEC eller NOEC måste den lägsta testkoncentrationen vara tillräckligt
låg för att fertiliteten vid den koncentrationen inte skall vara signifikant lägre än i kontrollgruppen. I
annat fall måste testet upprepas med en lägre lägsta koncentration.

ii. Om syftet är att få värden på LOEC eller NOEC måste den högsta testkoncentrationen vara tillräckligt
hög för att fertiliteten vid den koncentrationen skall vara signifikant lägre än i kontrollgruppen. I annat
fall måste testet upprepas med en högre högsta koncentration.

iii. Om man bestämmer ECX för verkningar på reproduktionskapaciteten är det tillrådligt att använda
tillräckligt antal koncentrationer för att möjliggöra bestämning av ECX med tillräcklig konfidensnivå.
Om man bestämmer EC50 för verkningar på reproduktionskapaciteten är det tillrådligt att den högsta
testkoncentrationen är högre än detta värde på EC50. I annat fall blir konfidensintervallet för EC50

mycket brett, även om det fortfarande är möjligt att bestämma värdet på EC50, och då blir det kanske
inte möjligt att få en tillfredsställande bedömning av den anpassade modellens lämplighet.

iv. Testkoncentrationsområdet bör helst inte innehålla koncentrationer som framkallar en statistiskt
signifikant verkan på vuxna exemplars överlevnad. I ett sådant fall övergår nämligen testets natur från
ett enkelt reproduktionstest till ett kombinerat reproduktions- och mortalitetstest, för vilket det krävs
en mycket mer komplex statistisk analys.

Tidigare kunskap om testämnets toxicitet (t.ex. från test avseende akut toxicitet eller preliminära test) är till
hjälp vid valet av lämpliga testkoncentrationer.

Om ett lösnings- eller dispergeringsmedel används för att underlätta beredningen av testlösningar (se avsnitt
1.6.4) får slutkoncentrationen i testkärlet inte överskrida 0,1 ml/l och samma slutkoncentration bör användas
i alla testkärl.

1.8.3 Kontrollserier

En kontrollserie för testmediet och i förekommande fall en kontrollserie med lösnings- eller
dispergeringsmedlet bör köras utöver testserierna. Kontrollseriernas lösningsmedel eller dispergeringsmedel bör
ha samma koncentration som i testserierna. Lämpligt antal replikat bör användas (se avsnitt 1.8.1.3).

I ett väl utfört test bör variationskoefficienten kring det genomsnittliga antalet levande avkommor som i
kontrollgrupperna produceras per föräldradjur i regel vara 25 %. Värdet måste rapporteras i testutformningar
där djuren hålls individuellt.

1.8.4 Förnyelse av testmediet

Frekvensen för förnyelse av testmediet beror på testämnets stabilitet, men får inte underskrida tre gånger i
veckan. Om resultaten från preliminära stabilitetstest (se avsnitt 1.4) visar att testämnet inte hålls stabilt (dvs.
utanför området 80–120 % av nominell koncentration eller under 80 % av uppmätt startkoncentration) under
det maximala förnyelseintervallet (dvs. tre dagar) bör man överväga förnyelse med kortare intervall eller
användning av genomflödestest.

Vid halvstatiskt test görs förnyelse av mediet genom att en ny serie testkärl ställs i ordning och föräldradjuren
överförs till de nya kärlen t.ex. med en glaspipett av lämplig diameter. Volymen medium som överförs med
Daphnia  bör vara så liten som möjligt.



1.8.5 Observationer

Resultaten av de observationer som görs under testet registreras på blanketter (se exempel i bilagorna 3 och 4).
Om andra mätningar krävs (se 1.3 och 1.8.8) behövs eventuellt tilläggsobservationer.

1.8.6 Avkomma

Det rekommenderas att avkommorna från varje föräldradjur tas bort och räknas dagligen efter det att
produktionen av avkomma har satt i gång, för att hindra avkommorna från att konsumera foder som är avsett
för vuxna exemplar. I test enligt denna metod behöver bara levande avkommor räknas, men förekomsten av
aborterade ägg eller döda avkommor bör registreras.

1.8.7 Mortalitet

Mortaliteten bland föräldradjuren bör registreras, helst dagligen och minst varje gång avkommorna räknas.

1.8.8 Övriga parametrar

Även om denna metod främst är avsedd för bedömning av verkningarna på reproduktionskapaciteten är det
möjligt att övriga verkningar kan kvantifieras i tillräcklig grad med tanke på statistisk analys.
Tillväxtmätningar är mycket önskvärda eftersom de ger information om eventuella subletala verkningar.
Sådan information kan vara mer användbar än informationen från rena reproduktionsmätningar. Mätning av
föräldradjurens längd (t.ex. kroppslängd exklusive analfenan) vid testets slut rekommenderas. Övriga
parametrar som kan mätas eller beräknas är tiden fram till att den första satsen avkomma (och efterföljande
satser) produceras, satsernas antal och storlek per djur, antalet aborterade satser, förekomsten av hanar eller
ephippia  och den inneboende tillväxthastigheten.

1.8.9 Frekvensen för analytiska bestämningar och mätningar

Syrgashalten, temperaturen, hårdheten och pH bör mätas minst en gång i veckan i färska och gamla medier, i
kontrollsatserna och i den högsta testämneskoncentrationen.

Under testets gång bör testämnets koncentrationer bestämmas med regelbundna intervall.

Vid halvstatiskt test, där testämnets koncentration bör hållas inom 20 % av den nominella koncentrationen
(dvs. inom området 80 – 120 %, se avsnitten 1.4 och 1.8.4), rekommenderas att de högsta och lägsta
testkoncentrationerna analyseras minst en gång under testets första vecka, strax efter beredningen och vid
förnyelse (analyserna görs alltså på ett prov av samma lösning – när den är nyberedd och när den förnyas).
Dessa bestämningarna upprepas därefter minst varje vecka.

Vid test där testämnets koncentration inte förväntas hållas inom ± 20 % av den nominella koncentrationen är
det nödvändigt att analysera alla testkoncentrationer, när de är nyberedda och när de förnyas. Vid test där
testämnets uppmätta startkoncentration inte ligger inom ± 20 % av den nominella koncentrationen men det
finns tillräckliga bevis på att startkoncentrationerna är repeterbara och stabila (dvs. inom området 80– 120 %
av startkoncentrationerna), kan de kemiska bestämningarna under testets vecka 2 och 3 begränsas till de
högsta och lägsta testkoncentrationerna. Under alla omständigheter behöver bestämning av testämnets
koncentration före förnyandet bara göras för ett enda replikatkärl per testämneskoncentration.



Vid genomflödestest kan man lämpligen använda samma provtagningsschema som vid halvstatiska test (även
om mätningen av "gammal" lösning då inte är tillämplig). Det kan dock vara tillrådligt att utöka antalet
provtagningstillfällen under den första veckan (t.ex. tre mätningar) som kontroll på att testkoncentrationerna
hålls stabila. Vid dessa typer av försök bör strömningshastigheten för spädningsmedel och testämne
kontrolleras dagligen.

Om det däremot finns bevis på att testämnets koncentration i lösningen har hållits tillfredsställande inom
± 20 % av den nominella eller uppmätta startkoncentrationen under hela testperioden, kan nominella eller
uppmätta startvärden användas som grund för resultaten. Om avvikelsen från nominell eller uppmätt
startkoncentration är större än 20 % bör resultaten uttryckas i form av tidsvägda medelvärden (se bilaga 5).

2. DATA OCH RAPPORTERING

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Syftet med testet är att bestämma hur testämnet påverkar antalet levande avkommor som produceras av varje
föräldradjur som har överlevt testet. Totalantalet avkomm0000or per föräldradjur beräknas för varje testkärl
(varje replikat). Om föräldradjuret i något av replikaten dör under testet eller visar sig vara en hane, tas
replikatet i fråga inte med i analysen. I ett sådant fall baserar sig analysen på ett reducerat antal replikat.

För uppskattning av LOEC och NOEC med avseende på kemikaliens verkan på reproduktionskapaciteten är
det nödvändigt att beräkna den genomsnittliga reproduktionskapaciteten för replikaten per koncentration och
den resterande standardavvikelsen. Detta kan göras med variansanalys (ANOVA). Medelvärdet för varje
koncentration bör därefter jämföras med kontrollsatsen med hjälp av en lämplig metod för multipeljämförelse.
Dunnetts eller Williams test kan användas för ändamålet (14), (15), (16), (17). Det är nödvändigt att
kontrollera hållbarheten hos ANOVA:s antagande om variansens homogenitet. Det är tillrådligt att detta görs
grafiskt, hellre än genom ett test avseende formell signifikans (18). Ett lämpligt alternativ är att köra ett
Bartlett-test. Om antagandet inte är hållbart måste man överväga att transformera data för att homogenisera
varianserna innan ANOVA utförs, eller att utföra viktad ANOVA. Storleken på den verkan som kan detekteras
med ANOVA (dvs. den minst signifikanta skillnaden) beräknas och rapporteras.

För uppskattningen av den koncentration som skulle orsaka en minskning på 50 % av
reproduktionskapaciteten (dvs. EC50) bör en lämplig kurva, t.ex. den logistiska kurvan, anpassas till data med
hjälp av en statistisk metod, t.ex. minsta kvadrat-metoden. Kurvan bör parametriseras så att EC50 och
standardfelet kan uppskattas direkt. Därigenom underlättas beräkningen av konfidensintervallen kring EC50.
Tvåsidiga konfidensintervall på 95 % bör tillämpas, utom om det finns goda skäl för att välja andra
konfidensnivåer. Anpassningsproceduren bör helst ge tillgång till ett medel för bedömning av signifikansen
eller bristen på signifikans. Detta kan göras grafiskt eller genom att dela kvadraternas restsumma i "brist på
passning" och "rena felkomponenter" och utföra ett signifikanstest avseende brist på passning. När man
jämför behandlingar som ger låg fertilitet med behandlingar som ger hög fertilitet är det mer sannolikt att de
senare leder till en högre varians avseende antalet avkommor som produceras. Därför bör man överväga
viktning av de observerade värdena så att de återspeglar de olika varianserna i de olika behandlingsgrupperna
(bakgrundsinformation finns i hänvisning 18).



Vid analysen av data från det slutliga ringtestet (2) anpassades en logistisk kurva med hjälp av följande modell
(även andra lämpliga modeller kan användas):
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Y: det totala antalet avkommor per föräldradjur som är vid liv vid testets slut (beräknat för varje testkärl).

x ämnets koncentration.

c: det förväntade antalet avkommor när x = 0.

x0: EC50 i populationen.

b: lutningsparametern.

Denna modell kan tillämpas i många situationer, även om den inte är lämplig för alla test. En kontroll av
modellens giltighet bör göras på det sätt som föreslås ovan. I vissa fall kan det vara lämpligt med en hormesis-
modell där låga koncentrationer ger ökade verkningar (19).

Man kan även uppskatta koncentrationerna för övriga verkningar, t.ex. EC10 eller EC20. Det kan dock vara
bättre att använda en annan parametrisering än den som används för uppskattning av EC50.

2.2 TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehålla nedan angivna uppgifter.

2.2.1 Testämne:

— Aggregationstillstånd och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Kemiska identifieringsdata, inbegripet renhet.

2.2.2 Försöksdjur:

— Klonen (om den har identifierats med genotypen eller inte), leverantör eller ursprung (om uppgiften är
känd) och de odlingsbetingelser som har använts. Om annan art än Daphnia magna har använts måste
detta rapporteras och motiveras.

2.2.3 Testförhållanden:

— Använt testförfarande (t.ex. halvstatiskt test eller genomflödestest, volym, antal Daphnia  per liter).

— Ljusperiod och ljusintensitet.

— Testets utformning (t.ex. antalet replikat, antalet föräldradjur per replikat).

— Detaljuppgifter om det odlingsmedium som har använts.

— I förekommande fall uppgifter om tillsatser av organiskt material och information om sammansättning,
ursprung, beredningsmetod, TOC och COD för stamberedningar, uppskattning av resulterande TOC och
COD i testmediet.

— Detaljerad information om utfodringen, inbegripet mängd (uttryckt som mg kol per Daphnia  per dag)
och schema (t.ex. typen av foder, och i fråga om alger specifikt namn (arter) och i den mån uppgifter
finns, stam och odlingsbetingelser).

— Metoden för beredning av stamlösningar och förnyelsefrekvensen (i förekommande fall måste även
lösnings- eller dispergeringsmedlet och dess koncentration anges).





2.2.4 Resultat:

— Resultaten från eventuella preliminära test gällande testämnets stabilitet.

— De nominella testkoncentrationerna och resultaten av alla analyser för att fastställa koncentrationen av
testämnet i testkärlen (exempel på blanketter finns i bilaga 4). Metodens återhämtningsgrad och
bestämningsgränsen måste även rapporteras.

— Vattenkvaliteten i testkärlen (pH, temperatur och halten upplöst syrgas, i förekommande fall TOC eller
COD och hårdhet) (exempel på blanketter finns i bilaga 3).

— Fullständig registrering av levande avkommor från varje föräldradjur (exempel på blankett finns i bilaga
3).

— Antalet föräldradjur som dött och den dag de dött (exempel på blankett finns i bilaga 3).

— Variationskoefficienten för kontrollgruppens fertilitet (baserad på det totala antalet levande avkommor
per föräldradjur som är vid liv vid testets slut).

— Kurva som visar det totala antalet levande avkommor per föräldradjur (för varje replikat) som är vid liv
vid testets slut som funktion av testämneskoncentrationen.

— Den lägsta koncentrationen vid vilken verkan observeras på reproduktionskapaciteten (LOEC),
inklusive en beskrivning av de statistiska metoder som har använts, en indikation om de observerade
verkningarnas styrka och koncentrationen vid vilken ingen verkan på reproduktionen observeras
(NOEC). I tillämpliga fall bör även LOEC och NOEC för föräldradjurens mortalitet rapporteras.

— I tillämpliga fall ECx för reproduktion, konfidensintervall och en kurva för den anpassade modell som
har använts för beräkningen, lutningen hos dos-responskurvan och dess standardavvikelse.

— Övriga observerade biologiska verkningar eller mätningar: Varje observerad eller uppmätt biologisk
verkan (t.ex. föräldradjurens tillväxt) tillsammans med alla tillbörliga motiveringar.

— Motiveringar för varje avvikelse från testmetoden.
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BILAGA 1

BEREDNING AV FULLSTÄNDIGT DEFINIERADE ELENDT M7- OCH M4-MEDIER

Acklimatisering till Elendt M7- och M4-medier
I vissa laboratorier har man stött på svårigheter vid direkt överföring av Daphnia  till M4- (1) och M7-medier.
Man har haft vissa framgångar med stegvis acklimatisering, dvs. först en överflyttning till 30 % Elendt, sedan
till 60 % Elendt och därefter till 100 % Elendt. I vissa fall måste acklimatiseringsperioden utsträckas till en
månad.

BEREDNING
Spårelement
Separata stamlösningar (I) av enskilda spårelement bereds först i vatten av lämplig renhet (renat t.ex. genom
avjonisering, destillering eller omvänd osmos). Utifrån dessa stamlösningar (I) bereds en andra stamlösning (II)
som innehåller alla spårelement (kombinerad lösning), enligt tabellen nedan.

Stamlösningar I
(enskilt ämne)

Mängd som
sätts till
vatten

mg/l

Koncentration
(i förhållande
till medium

M4),

 faktor

För beredning av kombinerad
stamlösning II tillsätts följande
mängd stamlösning I till vatten

ml/l

           M 4                          M 7

H3BO3 57 190 20 000 1,0 0,25

MnCl2           *  4 H2O 7 210 20 000 1,0 0,25

LiCl 6 120 20 000 1,0 0,25

RbCl 1 420 20 000 1,0 0,25

SrCl2           *  6 H2O 3 040 20 000 1,0 0,25

NaBr    320 20 000 1,0 0,25

Na2MoO4    *  2 H2O 1 260 20 000 1,0 0,25

CuCl2          *  2 H2O    335 20 000 1,0 0,25

ZnCl2   260 20 000 1,0 1,0

CoCl2           *  6 H2O  200 20 000 1,0 1,0

KI   65 20 000 1,0 1,0

Na2SeO3 43,8 20 000 1,0 1,0

NH4VO3 11,5 20 000 1,0 1,0

Na2EDTA   *  2 H2O 5 000 2 000 – –

FeSO4         * 7 H2O 1 991 2 000 – –

Na2EDTA- och FeSO4-lösningarna bereds separat, hälls samman och sätts omedelbart i autoklav.
Det ger följande:

21 Fe-EDTA-lösning 1 000-faldig 20,0 5,0



M4- och M7-medier

M4- och M7-medier bereds med användning av stamlösning II, makronäringsämnen och vitaminer, enligt tabellen nedan.

Mängd som
sätts till

vatten

mg/l

Koncentration
(i förhållande
till medium

M4),

 faktor

Mängd stamlösning som
tillsätts för beredning av

medium

ml/l

           M 4                          M 7

Stamlösning II med
kombination av

spårelement

20 50 50

Stamlösningar med makronäringsämnen
(enskilt ämne)

CaCl2          *  2 H2O 293 800 1 000 1,0 1,0

MgSO4        *  7 H2O 246 600 2 000 0,5 0,5

KCl 58 000 10 000 0,1 0,1

NaHCO3 64 800 1 000 1,0 1,0

Na2SiO3      *  9 H2O 50 000 5 000 0,2 0,2

NaNO3 2 740 10 000 0,1 0,1

KH2PO4 1 430 10 000 0,1 0,1

K2HPO4 1 840 10 000 0,1 0,1

Kombinerad
vitaminstamlösning

– 10 000 0,1 0,1

Den kombinerade vitaminstamlösningen bereds genom att sätta till de tre vitaminerna till en liter
vatten enligt nedan.

Tiaminhydroklorid 750 10 000 – –

Cyanokobalamin (B12) 10 10 000 – –

Biotin 7,5 10 000 – –

Den kombinerade vitaminstamlösningen lagras nedfryst i små alikvoter. Vitaminerna sätts till medierna strax
före användningen.

OBS 1: För att undvika utfällning av salter vid beredning av det kombinerade mediet skall man tillsätta
stamlösningsalikvoterna till cirka 500–800 ml avjoniserat vatten och därefter fylla upp till en liter.



OBS 2: Den första offentliggjorda informationen om M4-medium finns i Elendt, B.P. (1990),
"Selenium deficiency in crustacea; an ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus",
Protoplasma, 154, s. 25–33.



BILAGA 2

ANALYS AV TOTALT ORGANISKT KOL (TOC) OCH

UPPRÄTTANDE AV NOMOGRAM FÖR TOC I ALGFODER

Det är allmänt känt att kolhalten i algfodret i regel inte mäts direkt utan fås genom korrelationer (nomogram)
med surrogatmätningar av t.ex. antalet algceller eller ljusabsorbans.

För mätning av TOC är högtemperaturoxidation att föredra framför UV- eller persulfatmetoder. (Se The
Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands,
1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB).

Före mätningarna för nomogrammet separeras algerna från tillväxtmediet genom centrifugering med
påföljande återsuspension i destillerat vatten. För varje prov mäts surrogatparametern och TOC tre gånger.
Blindprov med destillerat vatten bör analyseras och TOC-värdet härledas från det TOC-värde som erhållits för
algprovet.

Nomogrammet bör vara linjärt över det avsedda kolhaltområdet. Nedan visas några exempel.

OBS: Dessa exempel bör inte användas för konversioner. Det är väsentligt att
laboratorierna upprättar egna nomogram.

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).
Regression av mg/l torrvikt på mg C/l.
Data gäller koncentrerade suspensioner av celler odlade vid
halvstatiska förhållanden, återsuspenderade i destillerat vatten.

 Korrelationskoefficient 0,980

mg C/l koncentrerat algfoder

mg/l torrvikt
koncentrerat
algfoder



Chlorella vulgaris , var. viridis (CCAP 211/12).
Regression av mg/l torrvikt på mg C/l.
Data gäller koncentrerade suspensioner av celler odlade i halvstatiska
förhållanden, återsuspenderade i destillerat vatten.

Korrelationskoefficient 0,926

Antalet
celler/l (x 10

8
)

i koncentrerat
algfoder

mg C/l koncentrerat algfoder

mg C/l koncentrerat algfoder

Korrelationskoefficient 0,998

Absorbansen vid
440 nm hos en
1:10-utspädning
av koncentrerat
algfoder

Chlorella  vulgaris, var. viridis  (CCAP 211/12).
Regression av mg C/l (1 cm-kyvett)
Data från koncentrerade suspensioner av celler odlade i halvstatisk sats,
återsuspenderade i destillerat vatten.



BILAGA 3

EXEMPEL PÅ BLANKETT FÖR REGISTRERING AV MEDIUMFÖRNYELSE, FYSIKALISK-KEMISKA

UPPFÖLJNINGSDATA, UTFODRING, DAPHNIA-REPRODUKTION OCH VUXENMORTALITET

Försök nr: Data fr.o.m. : Klon: Medium : Typ av foder: Testämne: Nominell konc:

Dag 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Medium-
förnyelse

(bocka för)

pH *

O2 mg/l *

Temp. (oC) *
Utfordring
(bocka för)

Antal levande
avkommor † Totalt

Kärl 1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Kumulativ
vuxenmortalitet ‡

*Ange vilket kärl som användes för försöket.
‡ Registrera varje dött vuxenexemplar med ”M” i relevant ruta.
† Registrera aborterade avkommor med ”AB” i relevant ruta.



BILAGA 4

EXEMPEL PÅ BLANKETT FÖR REGISTRERING AV RESULTAT FRÅN KEMISK ANALYS

(A) Uppmätta koncentrationer

Nominell konc. Prov från vecka 1 Prov från vecka 2 Prov från vecka 3

Färsk Gammal Färsk Gammal Färsk Gammal

(b) Uppmätta koncentrationer uttryckta som procent av nominella koncentrationer

Nominell
konc.

Prov från
vecka 1

Prov från
vecka 2

Prov från
vecka 3

Färsk Gammal Färsk Gammal Färsk Gammal



BILAGA 5

BERÄKNING AV TIDSVÄGT MEDELVÄRDE

Tidsvägt medelvärde

Utifrån det faktum att testämnets koncentration kan sjunka under perioderna mellan mediumförnyelse är det nödvändigt
att överväga vilken koncentration man skall anse utgöra representativ koncentration för det koncentrationsområde som
föräldragenerationen av Daphnia  exponeras för. Valet skall basera sig på både biologiska och statistiska faktorer. Om man
t.ex. tror att fortplantningen mest påverkas av den högsta koncentrationen som förekommer skall den koncentrationen
användas som representativ koncentration. Om däremot ackumulerade verkningar eller långtidsverkningar av det toxiska
ämnet anses vara viktigare skall medelkoncentrationen användas. I det fallet är det lämpligt att använda tidsvägd
medelkoncentration eftersom den beräknas med beaktande av de variationer som den momentana koncentrationen
genomgår över tiden.

Dagar

Figur 1: Exempel på tidsvägt medelvärde

I figur 1 visas ett exempel på ett (förenklat) test som omfattar 7 dagar och där mediumförnyelse görs dag 0, 2 och 4.

• Den tunna linjen som går upp och ned representerar momentana koncentrationer. Koncentrations-
sänkningen antas följa en exponentiell sönderfallsprocess.

• De sex punkterna representerar observerade koncentrationer som har uppmätts vid början och slutet av
varje förnyelseperiod.

• Den tjocka horisontella linjen indikerar nivån för det tidsvägda medelvärdet.

Det tidsvägda medelvärdet beräknas så, att ytan under det tidsvägda medelvärdet är lika stor som ytan under
koncentrationskurvan. Beräkningen för exemplet i figuren ovan illustreras i tabell 1.
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Tabell 1: Beräkning av tidsvägt medelvärde

Förnyelse nr Dagar Konc0 Konc1 Ln(Konc0) Ln(Konc1) Yta

1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767

2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544

3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781

Totalyta 50,091
Dagar totalt:              7

Tidsvägt
medeltal

7,156

Dagar avser antalet dagar i förnyelseperioden
Konc0 är den uppmätta koncentrationen vid varje förnyelseperiods början.
Konc1 är den uppmätta koncentrationen vid varje förnyelseperiods slut.
Ln(Konc0) är den naturliga logaritmen av Konc0
Ln(Konc1) är den naturliga logaritmen av Konc1
Yta är ytan under den exponentiella kurvan för varje förnyelseperiod. Den beräknas enligt följande:

Yta = −
−

Conc C onc
Ln Conc Ln Conc

0 1
0 1( ) ( )

 x dagar

Det tidsvägda medelvärdet är värdet för Totalyta  dividerat med värdet för Dagar totalt.

För Daphnia -reproduktionstest måste tabellen självfallet utökas så att den sträcker sig över 21 dagar.

När observationer görs endast i början och slutet av varje förnyelseperiod är det uppenbart att det inte är möjligt att
bekräfta att sönderfallsprocessen verkligen är exponentiell. En annorlunda kurva skulle resultera i en annorlunda beräkning
av värdet för Yta. Det är dock inte osannolikt att sönderfallsprocessen är exponentiell och därför är en sådan kurva troligen
det bästa alternativet, i brist på annan information.

Däremot finns det anledning att se upp om man genom den kemiska analysen vid förnyelseperiodens slut inte lyckas få
fram någon halt av ämnet. Om det inte är möjligt att uppskatta hur snabbt ämnet har försvunnit ur lösningen är det inte
möjligt att få en realistisk yta under kurvan, och följaktligen inte heller möjligt att få ett meningsfullt tidsvägt medelvärde.
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