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VYHLAÂ SÏ KA

Ministerstva zdravotnictvõÂ

ze dne 16. rÏõÂjna 1998,

kterou se stanovõÂ metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ toxicity chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ

Ministerstvo zdravotnictvõÂ stanovõÂ podle § 4
odst. 1 põÂsm. c) zaÂkona cÏ. 157/1998 Sb., o chemickyÂch
laÂtkaÂch a chemickyÂch prÏõÂpravcõÂch a o zmeÏneÏ neÏkteryÂch
dalsÏõÂch zaÂkonuÊ :

§ 1

Tato vyhlaÂsÏka stanovõÂ metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ ne-
bezpecÏnyÂch vlastnostõÂ chemickyÂch laÂtek a chemickyÂch
prÏõÂpravkuÊ vysoce toxickyÂch, toxickyÂch, zdravõÂ sÏkodli-
vyÂch, zÏ õÂravyÂch, draÂzÏdivyÂch, senzibilizujõÂcõÂch, karcino-
gennõÂch, mutagennõÂch a toxickyÂch pro reprodukci (daÂle
jen ¹toxicita chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ ª).1)

§ 2

(1) Toxicita chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ se zjisÏ-

t'uje zkousÏkami provaÂdeÏnyÂmi metodami uvedenyÂmi
v prÏõÂloze teÂto vyhlaÂsÏky.

(2) Ke zjisÏt'ovaÂnõÂ toxicity chemickyÂch laÂtek a prÏõÂ-
pravkuÊ lze pouzÏõÂt i jineÂ metody, pokud jsou prÏinejmen-
sÏõÂm stejneÏ citliveÂ, prÏesneÂ a reprodukovatelneÂ jako me-
tody uvedeneÂ v odstavci 1, prÏednostneÏ vsÏak metody
bez pouzÏitõÂ pokusnyÂch zvõÂrÏat2) a metody doporucÏeneÂ
OrganizacõÂ pro hospodaÂrÏskou spolupraÂci a rozvoj
(OECD).3)

§ 3

Tato vyhlaÂsÏka nabyÂvaÂ uÂcÏinnosti dnem 1. ledna
1999.

Ministr:

MUDr. David, CSc. v. r.
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1) § 2 odst. 8 põÂsm. f) azÏ n) zaÂkona cÏ. 157/1998 Sb., o chemickyÂch laÂtkaÂch a chemickyÂch prÏõÂpravcõÂch a o zmeÏneÏ neÏkteryÂch
dalsÏõÂch zaÂkonuÊ .

2) ZaÂkon cÏ. 246/1992 Sb., na ochranu zvõÂrÏat proti tyÂraÂnõÂ, ve zneÏnõÂ zaÂkonuÊ cÏ. 162/1993 Sb., cÏ. 193/1994 Sb., cÏ. 243/1997 Sb.
a cÏ. 30/1998 Sb.

3) SmeÏrnice Organizace pro hospodaÂrÏskou spolupraÂci a rozvoj pro zkousÏenõÂ chemikaÂliõÂ. OddõÂl 4 ± vliv na zdravõÂ (OECD
Guidelines for Testing of Chemicals. Section 4 ± Health Effects).



PrÏõÂloha k vyhlaÂsÏce cÏ. 251/1998 Sb.
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Metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ toxicity chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ

B.1. AKUTNIÂ TOXICITA ORAÂ LNIÂ (PER OS)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch neÏkolika skupinaÂm
pokusnyÂch zvõÂrÏat oraÂlneÏ sondou, a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna uÂrovenÏ daÂvky. ZvoleneÂ
daÂvky je mozÏno stanovit podle vyÂsledkuÊ orientacÏnõÂho testu. RegistrujõÂ se
pozorovaneÂ uÂcÏinky a uhynutõÂ. ZvõÂrÏata, kteraÂ uhynou beÏhem pokusu, i zvõÂrÏata, kteraÂ
prÏezÏijõÂ konec pokusu, se pitvajõÂ. Tato metoda se pouzÏõÂvaÂ prÏedevsÏõÂm prÏi pokusech na
hlodavcõÂch.

ZvõÂrÏata se zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit. TestovaneÂ laÂtky se nesmeÏ jõÂ podaÂvat v takovyÂch daÂvkaÂch a
takovyÂm zpuÊ sobem, o kteryÂch je znaÂmo, zÏe vyvolaÂvajõÂ znacÏnou bolest a stres
naÂsledkem svyÂch leptavyÂch nebo draÂzÏdivyÂch vlastnostõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 . 2 . 1 P rÏ õÂ p r a v a

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch chovu a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata
naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin.

Pokud je trÏeba, prÏipravõÂ se roztok nebo suspenze testovaneÂ laÂtky ve vhodneÂm
vehikulu. DoporucÏuje se jako prvnõÂ uvaÂzÏit pouzÏitõÂ vodneÂho roztoku, dalsÏõÂ volbou je
roztok v rostlinneÂm oleji, teprve potom jako dalsÏõÂ mozÏnost roztok v jinyÂch
vhodnyÂch vehikulõÂch nebo suspenze. U nevodnyÂch vehikulõÂ musõÂ byÂt znaÂmy nebo
urcÏeny prÏed testem nebo beÏ hem neÏho jejich relevantnõÂ toxikologickeÂ vlastnosti.
U hlodavcuÊ by objem nemeÏ l normaÂlneÏ prÏekrocÏit 10 ml.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti;
vyÂjimkou jsou vodneÂ roztoky, jichzÏ je mozÏno podaÂvat azÏ 20 ml.kg-1. Variabilita
objemuÊ laÂtky podaÂvaneÂ v testech by se meÏ la minimalizovat takovou uÂpravou
koncentracõÂ, aby se zajistil konstantnõÂ objem na vsÏech hladinaÂch daÂvek. SoucÏasneÏ je
trÏeba zvolit vhodnou koncentraci laÂtky ve vehikulu tak, aby bylo minimalizovaÂno
lokaÂlnõÂ draÂzÏdiveÂ puÊ sobenõÂ.

1 . 2 . 2 E x p e r i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂ n k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu. Je trÏeba
pouzÏõÂvat mladyÂch zdravyÂch zvõÂrÏat z beÏ zÏneÏ uzÏõÂvanyÂch pokusnyÂch kmenuÊ . Na zacÏaÂtku
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testu by u obou pohlavõÂ nemeÏ lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ
zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou hladinu daÂvek pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 5 hlodavcuÊ stejneÂho pohlavõÂ. PouzÏõÂvaÂ-li
se samic, musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud je k dispozici informace, zÏe
jedno z obou pohlavõÂ je vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ, je trÏeba pouzÏõÂvat zvõÂrÏata tohoto pohlavõÂ.

PoznaÂmka: PouzÏõÂvajõÂ-li se v akutnõÂch testech toxicity zvõÂrÏata vysÏsÏõÂch druhuÊ , nezÏ
jsou hlodavci, meÏ lo by se zvaÂzÏit pouzÏitõÂ mensÏõÂho pocÏtu zvõÂrÏat. DaÂvky je trÏeba
pecÏliveÏ zvolit a je trÏeba zajistit, aby nebyla prÏekrocÏena uÂrovenÏ strÏedneÏ toxickeÂ
daÂvky. V takovyÂch testech je trÏeba se vyvarovat podaÂnõÂ letaÂ lnõÂch daÂvek testovaneÂ
laÂtky.

1 .2 .2 .3 Volba daÂ vek

MaÂ byÂt dostatecÏnyÂ pocÏet hladin daÂvek, nejmeÂneÏ trÏi, a majõÂ byÂt vhodneÏ
odstupnÏ ovaÂny tak, aby byl u testovacõÂch skupin viditelnyÂ rozsah toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a
mortality. ZõÂskaneÂ uÂdaje musõÂ stacÏit na znaÂzorneÏnõÂ vztahu mezi daÂvkou a uÂcÏinkem, a
pokud je to mozÏneÂ, musõÂ umozÏnit stanovenõÂ LD50 s prÏijatelnou spolehlivostõÂ.

1 .2 .2 .4 Limi tn õÂ t e s t

S pouzÏitõÂm hlodavcuÊ lze proveÂst limitnõÂ test jednou daÂvkou nejmeÂneÏ 2000 mg.kg-1

teÏ lesneÂ hmotnosti na skupinaÂch 5 samcuÊ a 5 samic s pouzÏitõÂm vyÂsÏe popsanyÂch
postupuÊ . Pokud podanaÂ laÂtka zpuÊ sobõÂ uhynutõÂ, je trÏeba uvaÂzÏit provedenõÂ uÂplneÂ
studie.

1 .2 .2 .5 Doba pozorovaÂ n õÂ

Doba pozorovaÂnõÂ by meÏ la cÏinit nejmeÂneÏ 14 dnõÂ. Nelze ji vsÏak stanovit rigoroÂzneÏ .
MeÏ la by byÂt urcÏena podle obrazu otravy, rychlosti vyÂvoje otravy a trvaÂnõÂ faÂze
zotavenõÂ. Dobu pozorovaÂnõÂ je mozÏno podle potrÏeby prodlouzÏit. DuÊ lezÏitaÂ je doba,
kdy se projevy otravy objevõÂ a vymizõÂ, a doba do uhynutõÂ, zvlaÂsÏteÏ tam, kde je patrnaÂ
tendence k zpozÏdeÏ neÂ mortaliteÏ .

1 .2 .3 Popi s pos tupu

PrÏed podaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky majõÂ byÂt zvõÂrÏata hladovaÂ. PotkanuÊ m se potrava
odebere vecÏer prÏed testem. U zvõÂrÏat s vysÏsÏõÂ rychlostõÂ laÂtkoveÂ vyÂmeÏny postacÏõÂ kratsÏõÂ
hladoveÏ nõÂ; prÏõÂstup k pitneÂ vodeÏ nenõÂ omezen. V den pokusu se zvõÂrÏata zvaÂzÏõÂ a
testovanaÂ laÂtka se podaÂ sondou oraÂlneÏ v jedneÂ daÂvce. NenõÂ-li mozÏno podat daÂvku
najednou, lze podat aplikovanou daÂvku po mensÏõÂch mnozÏstvõÂch beÏhem nejvyÂsÏe 24
hodin. Po podaÂnõÂ daÂvky je trÏeba zamezit prÏõÂstup k potraveÏ jesÏteÏ 3 - 4 hodiny.
PodaÂvaÂ-li se laÂtka frakcionovaneÏ beÏ hem urcÏiteÂho obdobõÂ, muÊ zÏe byÂt zÏaÂdoucõÂ - podle
deÂlky tohoto obdobõÂ - potravu a vodu zvõÂrÏatuÊ m poskytnout.

Po podaÂnõÂ laÂtky se pozorovaÂnõÂ provaÂdeÏ jõÂ a zaznamenaÂvajõÂ systematicky, pro kazÏdeÂ
zvõÂrÏe se vedou samostatneÂ zaÂznamy. BeÏhem prvnõÂho dne je trÏeba provaÂdeÏ t cÏastaÂ
pozorovaÂnõÂ. Je nezbytneÂ sledovat a zaznamenat mõÂstnõÂ uÂcÏinek aplikovaneÂ laÂtky a
bezprostrÏednõÂ reakci zvõÂrÏat na aplikaci.
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NejmeÂneÏ jednou beÏ hem kazÏdeÂho pracovnõÂho dne je trÏeba provaÂdeÏ t pecÏlivaÂ klinickaÂ
vysÏetrÏenõÂ. JinaÂ pozorovaÂnõÂ se provaÂdeÏ jõÂ denneÏ s vhodnyÂmi opatrÏenõÂmi
k minimalizaci ztraÂt zvõÂrÏat pro studii, naprÏ. pitva nebo zmrazenõÂ uhynulyÂch zvõÂrÏat, a
izolace cÏi usmrcenõÂ slabyÂch nebo umõÂrajõÂcõÂch zvõÂrÏat. PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏny
kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic, dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho obeÏhu, zmeÏny funkce autonomnõÂ a
centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy, somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost
je trÏeba veÏ novat tremoru, krÏecÏovyÂm jevuÊ m, slineÏnõÂ, pruÊ jmu, letargii, spaÂnku a
komatu. OkamzÏik uhynutõÂ je trÏeba zaznamenat co nejprÏesneÏ ji.

ZvõÂrÏata, kteraÂ beÏ hem pokusu uhynou, i ta, kteraÂ prÏezÏijõÂ azÏ do konce pokusu, se
pitvajõÂ. VsÏechny patologickeÂ naÂlezy se zaznamenajõÂ. Je-li to indikovaÂno, odeberou
se tkaÂneÏ pro histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ.

1 . 2 . 4 H o d n o c e n õÂ t o x i c i t y u d r u h eÂ h o p o h l a v õÂ

Po dokoncÏenõÂ pokusu na jednom pohlavõÂ, podaÂ se laÂtka nejmeÂneÏ jedneÂ skupineÏ
o peÏ ti zvõÂrÏatech druheÂho pohlavõÂ s cõÂlem zjistit, zda zvõÂrÏata druheÂho pohlavõÂ nejsou
vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ na testovanou laÂtku. V jednotlivyÂch prÏõÂpadech muÊ zÏe byÂt
oduÊ vodneÏ no pouzÏitõÂ mensÏõÂho pocÏtu zvõÂrÏat. Pokud je k dispozici spolehlivaÂ
informace, zÏe zvõÂrÏata testovaneÂho pohlavõÂ jsou vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ, testovaÂnõÂ na
zvõÂrÏatech druheÂho pohlavõÂ je mozÏno vynechat.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavujõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet z
võÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu, doba uhynutõÂ jednotlivyÂch zvõÂrÏat, pocÏet
zvõÂrÏat s jinyÂmi projevy otravy, popis toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a pitevnõÂch naÂlezuÊ . StanovenõÂ
hmotnosti jednotlivyÂch zvõÂrÏat se provede bezprostrÏedneÏ prÏed podaÂnõÂm testovaneÂ
laÂtky, pak v tyÂdennõÂch intervalech a v dobeÏ uhynutõÂ. ZmeÏny hmotnosti je trÏeba
stanovit a zaznamenat, prÏezÏõÂvajõÂ-li zvõÂrÏata deÂle nezÏ jeden den. ZvõÂrÏata, kteraÂ byla
humaÂnnõÂm zpuÊ sobem utracena s ohledem na stres a bolest vyvolaneÂ podanou laÂtkou,
se zaznamenaÂvajõÂ jako uhynutõÂ vyvolaneÂ touto laÂtkou. LD50 se vypocÏte uznaÂvanou
metodou. VyhodnocenõÂ uÂdajuÊ by meÏ lo zahrnovat takeÂ vztah, pokud existuje, mezi
expozicõÂ zvõÂrÏat testovaneÂ laÂtce a vyÂskytem a stupneÏm vsÏech abnormalit vcÏetneÏ zmeÏn
chovaÂnõÂ, klinickyÂch symptomuÊ , makroskopickyÂch leÂzõÂ, zmeÏn teÏ lesneÂ hmotnosti,
mortality a ostatnõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky chovu, potrava atd.,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky,

- uÂ rovneÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud se pouzÏije) a koncentrace,

- pohlavõÂ zvõÂrÏat,

- tabelaÂrneÏ uÂdaje o odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a podle hladiny daÂvek (pocÏet
uhynulyÂch zvõÂrÏat, pocÏet zvõÂrÏat s projevy otravy, pocÏet exponovanyÂch zvõÂrÏat),


