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251
VYHLASKA

Ministerstva zdravotnictvi
ze dne 16. Fijna 1998,

kterou se stanovi metody pro zjisfovani toxicity chemickych latek a pripravku

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi podle § 4
odst. 1 pism. c) zdkona €. 157/1998 Sb., o chemickych
ldtkdch a chemickych pfipraveich a o zméné nékterych
dalsich zdkont:

§1
Tato vyhldska stanovi metody pro zjistovdni ne-
bezpecnych vlastnosti chemickych latek a chemickych
ptipravkd vysoce toxickych, toxickych, zdravi $kodli-
vych, ziravych, driZdivych, senzibilizujicich, karcino-
gennich, mutagennich a toxickych pro reprodukc1 (ddle
jen ,toxicita chemickych ldtek a piipravka®).')

§2

(1) Toxicita chemickych litek a pfipravki se zjis-

tuje zkouskami providénymi metodami uvedenymi
v ptiloze této vyhlasky.

(2) Ke zjistovini toxicity chemickych ldtek a pfi-
pravki lze pouZit i jiné metody, pokud jsou pfinejmen-
$im stejné citlivé, presné a reprodukovatelné jako me-
tody uvedené v odstavci 1, prednostne vSak metody
bez pouziti pokusnych zvitat’) a metody doporugené
Organlzam pro hospodifskou spoluprici a rozvoj

(OECD).?)

§3

Tato vyhldska nabyvd uéinnosti dnem 1. ledna
1999.

Ministr:
MUDrx. David, CSc. v. r.

1y § 2 odst. 8 pism. f) a% n) zdkona & 157/1998 Sb., o chemickych litkdch a chemickych p¥ipravcich a o zméné nékterych

dalsich zikont.

?) Zdkon & 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrini, ve znéni zdkont & 162/1993 Sb.,

a & 30/1998 Sb.

¢. 193/1994 Sb., &. 243/1997 Sb.

%) Smérnice Organizace pro hospoddfskou spoluprici a rozvoj pro zkouseni chemik4lii. Oddil 4 — vliv na zdravi (OECD
Guidelines for Testing of Chemicals. Section 4 — Health Effects).
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2.1

Pfiloha k vyhlasce ¢. 251/1998 Sb.

Metody pro zjistovani toxicity chemickych latek a pfipravka

B.1. AKUTNI TOXICITA ORALNI (PER OS)
METODA

Princip testovaci metody

Testovand latka se poddvd v odstupniovanych ddvkach nékolika skupindm
pokusnych zvifat ordlné sondou, a to kazdé skupiné jedna uroven ddvky. Zvolené
davky je mozno stanovit podle vysledkil orientacniho testu. Registruji se
pozorované ucinky a uhynuti. Zvitata, kterd uhynou béhem pokusu, i zvitata, kterd

Ve,

hlodavcich.

Zvitata se zdvaZznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tteba humdnnim
zplsobem utratit. Testované latky se nesméji poddvat v takovych davkach a
takovym zplisobem, o kterych je zndmo, Ze vyvoldvaji znacnou bolest a stres
ndsledkem svych leptavych nebo drézdivych vlastnosti.

Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pred testem jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krment,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mladd dospéla zvirata
ndhodné pfifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin.

Pokud je tfeba, pfipravi se roztok nebo suspenze testované latky ve vhodném
vehikulu. Doporucuje se jako prvni uvézit pouziti vodného roztoku, dalsi volbou je
roztok v rostlinném oleji, teprve potom jako dal§i mozZznost roztok v jinych
vhodnych vehikulich nebo suspenze. U nevodnych vehikuli musi byt zndmy nebo
ureny pfed testem nebo béhem ného jejich relevantni toxikologické vlastnosti.
U hlodavcii by objem nemé&l normdlng ptekrocit 10 mlkg™ t&lesné hmotnosti;
vyjimkou jsou vodné roztoky, jichZ je mozno poddvat az 20 mlkg"'. Variabilita
objemt latky poddvané v testech by se méla minimalizovat takovou upravou
koncentraci, aby se zajistil konstantni objem na vSech hladindch ddvek. Soucasné je
tfeba zvolit vhodnou koncentraci latky ve vehikulu tak, aby bylo minimalizovdno
lokdlni drazdivé plisobeni.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvirata

Dava se prednost potkaniim, pokud nejsou zndmy davody proti tomu. Je tieba
pouzivat mladych zdravych zvitat z bézné uzivanych pokusnych kment. Na zacdtku
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1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

testu by u obou pohlavi nemélo varia¢ni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi
zvlast’) prekrocit + 20 % stfedni hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu ddvek pouZit nejméné 5 hlodavct stejného pohlavi. Pouziva-li
se samic, musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud je k dispozici informace, Ze
jedno z obou pohlavi je vyrazné citlivéjsi, je tteba pouZivat zvitata tohoto pohlavi.

Pozndmka: PouZivaji-li se v akutnich testech toxicity zvitata vy$Sich druhd, nez
jsou hlodavci, mélo by se zvazit pouziti menSiho poctu zvitat. Ddvky je tifeba
peclivé zvolit a je tfeba zajistit, aby nebyla pfekrofena uroven stfedné toxické
davky. V takovych testech je tfeba se vyvarovat poddni letdlnich ddvek testované
latky.

Volba ddvek

M4 byt dostatecny pocet hladin ddvek, nejméné tfi, a maji byt vhodné
odstupriovdny tak, aby byl u testovacich skupin viditelny rozsah toxickych tcinki a
mortality. Ziskané udaje musi stacit na zndzornéni vztahu mezi ddvkou a ucinkem, a
pokud je to mozné, musi umoznit stanoveni LDs s pfijatelnou spolehlivosti.

Limitni test

S pouzitim hlodavci Ize provést limitni test jednou davkou nejméné 2000 mg.kg™
télesné hmotnosti na skupindch 5 samct a 5 samic s pouzitim vySe popsanych
postupti. Pokud podand ldtka zptsobi uhynuti, je tfeba uvdzit provedeni uplné
studie.

Doba pozorovdni

Doba pozorovdni by méla Cinit nejméné 14 dni. Nelze ji vSak stanovit rigorézné.
Me¢la by byt ur¢ena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvani fdze
zotaveni. Dobu pozorovani je mozno podle potieby prodlouzit. Dilezitd je doba,
kdy se projevy otravy objevi a vymizi, a doba do uhynuti, zvl4sté tam, kde je patrna
tendence k zpozdéné mortalité.

Popis postupu

Pfed poddnim testované latky maji byt zvifata hladovd. Potkanlim se potrava
odebere vecer pred testem. U zvitat s vyssi rychlosti latkové vymény postaci kratsi
hladovéni; pfistup k pitné vod€ neni omezen. V den pokusu se zvifata zvdzi a
testovand ldtka se podd sondou ordlné v jedné ddvce. Neni-li moZzno podat davku
najednou, Ize podat aplikovanou ddvku po mensSich mnoZstvich béhem nejvyse 24
hodin. Po poddni ddvky je tfeba zamezit pfistup k potravé jesté 3 - 4 hodiny.
Poddva-li se ldtka frakcionované béhem urcitého obdobi, mize byt Zddouci - podle
délky tohoto obdobi - potravu a vodu zvitfatim poskytnout.

Po poddni latky se pozorovani provddéji a zaznamendvaji systematicky, pro kazdé
zvite se vedou samostatné zdznamy. B&€hem prvniho dne je tfeba provadét Castd
pozorovani. Je nezbytné sledovat a zaznamenat mistni tucinek aplikované ldtky a
bezprosttedni reakci zvitat na aplikaci.
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Nejméné jednou béhem kazdého pracovniho dne je tieba provadét pecliva klinickd
vySetfeni. Jind pozorovdni se provddéji denné s vhodnymi opatfenimi
k minimalizaci ztrdt zvifat pro studii, napt. pitva nebo zmrazeni uhynulych zvitat, a
izolace ¢i usmrceni slabych nebo umirajicich zvitat. Pozorovdni zahrnuje zmény
ktze, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a
centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. ZvlaStni pozornost
je tieba vénovat tremoru, kieCovym jevim, slinéni, prdjmu, letargii, spanku a
komatu. Okamzik uhynuti je tfeba zaznamenat co nejpresnéji.

Ve,

pitvaji. VSechny patologické ndlezy se zaznamenaji. Je-li to indikovdno, odeberou
se tkdné pro histologické vySetieni.

Hodnoceni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonceni pokusu na jednom pohlavi, podd se ldtka nejméné jedné skupiné
o péti zvitatech druhého pohlavi s cilem zjistit, zda zvifata druhého pohlavi nejsou
vyrazné citlivéjsi na testovanou latku. V jednotlivych pfipadech muze byt
odivodnéno pouZiti menstho poctu zvifat. Pokud je k dispozici spolehlivd
informace, Ze zvifata testovaného pohlavi jsou vyrazné citlivéjsi, testovdni na
zvitatech druhého pohlavi je moZno vynechat.

UDAJE

Udaje se sestavuji do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentélni skupinu
patrny pocet z
vitat na pocdtku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvifat, pocet
zvifat s jinymi projevy otravy, popis toxickych ucinki a pitevnich ndlezii. Stanoveni
hmotnosti jednotlivych zvitat se provede bezprostiedné pfed poddnim testované
latky, pak v tydennich intervalech a v dob& uhynuti. Zmény hmotnosti je tfeba
stanovit a zaznamenat, pfezivaji-li zvifata déle nez jeden den. Zvitata, kterd byla
humdnnim zptsobem utracena s ohledem na stres a bolest vyvolané podanou latkou,
se zaznamenavaji jako uhynuti vyvolané touto ldtkou. LDs, se vypocte uzndvanou
metodou. Vyhodnoceni udajii by mélo zahrnovat také vztah, pokud existuje, mezi
expozici zvitat testované latce a vyskytem a stupném vSech abnormalit véetné zmén
chovdni, klinickych symptomt, makroskopickych 1€ézi, zmén télesné hmotnosti,
mortality a ostatnich toxickych ucinkda.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprava o pribéhu pokusu
Zprdava o pruabéhu pokusu ma pokud mozno obsahovat tyto informace:
- Zivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, potrava atd.,
- experimentdlni podminky,
- urovné ddvek (vcetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,
- pohlavi zvitat,

- tabeldrné udaje o odpovédich podle pohlavi a podle hladiny ddvek (pocet
uhynulych zvitat, poet zvitat s projevy otravy, pocet exponovanych zvitat),



