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B.28. TOKSYCZNOSC PODPRZEWLEKEA — NARAZENIE PRZEZ SKORE
(90-DNIOWE POWTARZANE NARAZENIE NA SKORE U GRYZONI)

1. METODA

1.1 Wstep

Zamieszczono we Wstgpie Ogolnym Czgsci B.
1.2. Definicje

Zamieszczono we Wstepie Ogolnym Czgéci B.
1.3. Substancje kontrolne

Nie sg stosowane.

1.4. Zasada badania

Badang substancj¢ naktada si¢ w stopniowanych dawkach na skére zwierzat z kilku grup doswiadczalnych przez
90 dni, jedna dawka dla jednej grupy. Aby stwierdzi¢ wystapienie objawdéw toksycznych, zwierzgta obserwuje
si¢ codziennie przez caly okres nanoszenia substancji. U zwierzat, ktore padly podczas doswiadczenia,
wykonywana jest sekcja, a na koficu do§wiadczenia sekcje wykonuje si¢ u wszystkich zwierzat, ktére przezyly
badanie.

1.5. Kryteria wiarygodnosci badafi
Nie sa stosowane.

1.6. Opis metody badania

1.6.1. Przygotowania

Zwierzeta musza odby¢ co najmniej 5-dniowa kwarantanng w warunkach, ktére bgda obowiazywaé podczas
doswiadczenia. Przed rozpoczg¢ciem badania zdrowe, miode zwierzeta nalezy wybra¢ losowo, oznakowad
i przydzieli¢ do grup badanych i kontrolnych. U zwierzat badanych, na krétko przed do$wiadczeniem, siers¢
musi zostaé ostrzyzona na grzbietowej czeéci tulowia. Moze by¢ réwniez zastosowane golenie, ale nalezy je
wykona¢ na okolo 24 godziny przed rozpoczgciem badania. Powtdrne strzyZenia lub golenia s zwykle
potrzebne w tygodniowych odstgpach. Podczas strzyzZenia igolenia nalezy zachowaé ostroznosé, aby nie
skaleczy¢ skory. Dla naniesienia badanej substancji nalezy oczysci¢ z sieréci nie mniej niz 10% powierzchni
ciala. Przy decydowaniu o wielkosci powierzchni, ktéra pozbawia si¢ siersci, jak i wielkoéci powierzchni, na
ktéra nanosi si¢ badana substancje, nalezy bra¢ pod uwage mase ciata zwierzat. Jezeli badana substancja jest
cialem stalym, to moze by¢ sproszkowana; aby zapewni¢ dobry kontakt ze skéra, badang substancj¢ nalezy
zwilzyé waoda lub, jezeli zachodzi taka potrzeba, odpowiednim nosnikiem. Badane substancje w stanie ciekiym
aplikuje sie zwykle w formie nierozcienczonej. Badane substancje aplikuje si¢ przez 5 do 7 dni w tygodniu.

1.6.2. Warunki doswiadczenia
1.6.2.1. Zwierzeta doswiadczalne

Do do$wiadczenia powinny byé uzyte doroste szczury, kréliki lub $winki morskie. Mozna réwniez uzywaé
innych gatunk6w, ale ich uzycie wymaga uzasadnienia. Na poczatku doswiadczenia roznice masy ciata zwierzat
nie powinny przekraczaé¢ +20% wartosci $redniej. Jezeli badanie toksycznosci podprzewleklej skémnej jest
wykonywane jako poprzedzajace badanie przewlekle, to w obydwu badaniach nalezy uzywaé tego samego
gatunku i szczepu zwierzat.
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1.6.2.2. Liczba i ple¢ zwierzqgt

Dla kazdego poziomu dawkowania nalezy uzy¢ co najmniej 20 zwierzat (10 samcéw i 10 samic) ze zdrowa
skora. Nie powinny by¢ uzywane samice ci¢zame i takie, ktore byly kojarzone. Jezeli w trakcie doswiadczenia
przewiduje si¢ uSmiercanie zwierzat, to liczba zwierzat powinna by¢ zwigkszona o tyle zwierzat, ile przewiduje
si¢ zabi¢ przed zakonczeniem do$wiadczenia. Dodatkowo moze by¢ testowana grupa towarzyszaca 20 zwierzat
(po 10 zwierzat kazdej plci), ktdre wcelu stwierdzenia odwracalnodci, utrzymywania si¢ iopézZnionego
wystapienia efektéw toksycznych po 90-dniowym podawaniu substancji w wysokiej dawce sa nastgpnie
obserwowane przez okres 28 dni po zakonczeniu narazenia przez skore.

1.6.2.3. Poziomy dawkowania

Wymagane sa co najmniej 3 poziomy dawkowania substancji badanej, grupa kontrolna z noénikiem, jezeli jest
on stosowany. Okres narazenia powinien wynosi¢ co najmniej 6 godzin na dzien. Aplikowanie badanej
substancji powinno si¢ odbywaé o tej samej porze kazdego dnia, ilo§¢ badanej substancji nalezy korygowaé
w odstepach (1 lub 2 tygodniowych) tak, aby utrzyma¢ staly poziom dawkowania w odniesieniu do masy ciata
zwierzat. Z wyjatkiem aplikowania badanej substancji, zwierz¢ta grupy kontrolnej nalezy traktowa¢ tak samo jak
zwierzgta grup badanych. Jezeli stosuje si¢ nos$nik ulatwiajacy dawkowanie, zwierzgta grupy kontrolnej
z no$nikiem nalezy traktowaé tak samo jak zwierzg¢ta z grup badanych; powinny one otrzymywaé takie same
ilosci noénika, jak zwierzgta grupy do$wiadczalnej narazanej na badana substancje w najwyzszej dawce.
Narazenie na badang substancj¢ w najwyzszej dawce powinno powodowaé wystapienie objawéw toksycznych,
ale nie powinno powodowaé wystapienia zgonéw lub wywolywaé tylko nieliczne zgony. Najnizsza dawka nie
powinna wywolywaé zadnych objawéw dzialania toksycznego. Najnizszy poziom dawkowania powinien by¢
wyzszy od przewidywanego poziomu narazenia u ludzi. Przy $rednim poziomie dawkowania powinny
wystgpowa¢ minimalne, mozliwe do stwierdzenia objawy toksyczne. Jezeli stosowana jest wiecej niz jedna
dawka posrednia, to nalezy dawki tak dobraé, aby uzyska¢ stopniowanie efektéw toksycznych. Dla prawidiowej
oceny wynikéw przy niskich i Srednich poziomach narazenia, a takze w grupach kontrolnych, przypadki padnigé
nie powinny by¢ liczne.

Jezeli zastosowanie badanej substancji powoduje ostre podraznienie skéry, to stosowane stezenie nalezy
obnizy¢; moze to przy najwyzszej stosowanej dawce spowodowaé zredukowanie lub brak innych objawow
toksycznych. Jezeli skéra ulegnie powaznemu uszkodzeniu, to moze by¢ konieczne wczesniejsze zakonczenie
doswiadczenia i podjgcie nowych badan przy nizszych stezeniach.

1.6.2.4. Badanie wartosci dawki granicznej

Jezeli we wstgpnych badaniach narazenia na badang substancje wdawce 1000 mg/kg lub wyzszej,
odpowiadajacej prawdopodobnemu lub znanemu narazeniu ludzi, nie stwierdza si¢ objawéw dzialania
toksycznego, to dalsze badanie moze by¢ zbedne.

1.6.2.5. Okres obserwacji

W celu stwierdzenia wystapienia objawow toksycznych, zwierzgta dos$wiadczalne nalezy obserwowaé
codziennie. Nalezy notowaé czas padnigcia zwierzat, atakze czas pojawienia sie iustapienia objawdw
toksycznych.

1.6.3. Opis postgpowania

Zwierz¢ta nalezy umieszczaé w klatkach pojedynczo. Badana substancj¢ nalezy nanosi¢ przez 7 dni w tygodniu,
przez 90 dni. W celu stwierdzenia powrotu do normy lub utrzymywania si¢ efektéw toksycznych, zwierzgta
w kazdej grupie towarzyszacej, przewidzianej do obserwacji tych efektéw, nalezy obserwowaé przez nastgpne
28 dni, bez aplikowania badanej substancji. Czas ekspozycji powinien wynosi¢ 6 godzin dziennie.

Badang substancj¢ nalezy nanosi¢ jednorodna warstwa na powierzchnie, ktéra powinna wynosi¢ okoto 10% calej
powierzchni ciala. Podczas badania substancji silnie toksycznych pole powierzchni pokrytej moze by¢ mniejsze,
ale powinno by¢ ono pokryte cienka jednolita warstwa substancji badanej.

W czasie narazenia badana substancja powinna by¢é utrzymywana w kontakcie ze skora przez nalozenie
porowatego gazika i niedrazniacego przylepca. Miejsce badane nalezy tak zabezpieczy¢, aby zwierzg nie mogto
zjes¢ badanej substancji. Mozna zastosowaé ograniczenie ruchéw przeciwdzialajace zjedzeniu badanej
substanciji, ale nie zaleca sig¢ catkowitego unieruchomienia.

Po zakoficzeniu ekspozycji nalezy usunaé resztki badanej substancji, uzywajac do tego celu wody lub uzy¢é
innych wlasciwych sposobow oczyszczenia skory. Nalezy codziennie obserwowaé wszystkie zwierzgta, notowac
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objawy toksyczne, lacznie zczasem ich wystapienia, nasileniem iczasem trwania. Obserwacje w klatkach
powinny dotyczy¢ zmian: skéry, sierSci, oczu, blon S$luzowych, a takze ukladu oddechowego, krazenia,
autonomicznego i osrodkowego ukiadu nerwowego, aktywnosci somatomotorycznej i zachowania. Regularne
obserwowanie zwierzat jest konieczne, aby by¢ pewnym, Ze nie traci si¢ badanych zwierzat z powodu
kanibalizmu, autolizy tkanek lub przemieszania zwierzat. Na koricu do§wiadczenia u wszystkich zwierzat z grup
doswiadczalnych, ktore przezyly (z wyjatkiem grupy towarzyszacej), wykonuje si¢ sekcje. Zwierzeta konajace
nalezy zabi¢ i wykonaé sekcje.

Zwykle u wszystkich zwierzat, w tym i z grupy kontrolnej wykonuje sie nastgpujace badania:

- badania oftalmologiczne; za pomoca oftalmoskopu lub innego odpowiedniego sprzetu nalezy wykonaé
przed rozpoczeciem podawania badanej substancji i przy koncu do$§wiadczenia, najlepiej u wszystkich
zwierzat albo co najmniej u zwierzat narazanych na najwyzsza dawke i u zwierzat grupy kontrolnej. Jezeli
zostang stwierdzone zmiany w oczach, wtedy nalezy przebadac wszystkie zwierzeta,

- hematologiczne; powinny by¢ wykonane na konicu do$wiadczenia; wsklad badan hematologicznych
wchodzi hematokryt, zawartos¢ hemoglobiny, liczba erytrocytéw, catkowita liczba biatych ciatek krwi i ich
wzor odsetkowy, parametry krzepliwosci tj. czas krzepnigcia, czas protrombinowy, czas tromboplastynowy
i liczba ptytek krwi,

- biochemiczne; badanie krwi nalezy wykonaé na koficu do$wiadczenia. Testy biochemiczne, ktére sq uznane
za odpowiednie we wszystkich doswiadczeniach, to badania rownowagi elektrolitowej, metabolizmu
weglowodan6w, funkcji nerek i watroby. Na wybo6r specyficznych testow wplywaja obserwacje wskazujace
na sposéb dzialania badanej substancji Sugeruje si¢ nastgpujace oznaczenia: poziom wapnia, fosforu,
chiorkéw, sodu, potasu, poziom glukozy na czczo (z okresem giodzema wlasciwym dla gatunku),
aktywno§¢ aminotransferazy alaninowej iaminotransferazy asparginianowej w surowicy krwi,
dekarboksylazy ornitynowej, gamma-glutamylotranspeptydazy, zawarto$¢ azotu mocznikowego, stezenie
albumin, kreatyniny we krwi, calkowitej bilirubiny, biatka calkowitego w surowicy krwi. Inne oznaczenia,
ktére moga by¢ konieczne dla dokonania prawidtowej oceny toksykologicznej, to: oznaczenie profilu
lipidowego, stgzenia hormonéw, réwnowagi kwasowo-zasadowej, st¢zenia methemoglobiny, aktywnosci
cholinoesterazy. Dodatkowe badania biochemiczne moga by¢ wykonywane, jezeli konieczne jest szersze
przebadanie obserwowanych efektow,

- badanie moczu; w zakresie badan wykonywanych rutynowo nie jest wymagane, wymagane jest tylko
wtedy, jezeli sa wskazania poparte oczekiwanymi lub obserwowanymi objawami dziatania toksycznego.
Jezeli podstawowe wlasne wyniki archiwalne sa niewystarczajace, nalezy rozwazyé¢ mozliwo$¢ wykonania

oznaczen parametréw hematologicznych i biochemicznych przed rozpoczeciem narazania.

1.6.3.1. Badania sekcyjne

Wszystkie zwierzgta powinny by¢ poddane peinej sekcji wykonanej makroskopowo, w ktérej zakres wchodzi
badanie zewngtrznej powierzchni ciala, wszystkich otworéw naturalnych ciala oraz jamy czaszkowej, piersiowej
i brzusznej wraz z ich zawarto$cia. Aby unikna¢ wysychania, watrobg, nerki, nadnercza i jadra nalezy zwazyé
natychmiast po wycigciu. Aby umozliwi¢ dalsze badania histopatologiczne nastgpujace narzady i tkanki nalezy
utrwali¢ w odpowiednim medium: wszystkie, w ktorych makroskopowo stwierdzono uszkodzenia,
moézgowie-wlaczajac odcinki rdzenia/mostu, kora mézgu i mézdzku, przysadka, tarczyca/przytarczyce, grasica,
(tchawica) ipluca, serce, aorta, §linianki, watroba, $ledziona, nerki, nadnercza, trzustka, gonady, macica,
dodatkowe narzady ukladu rozrodczego, pecherzyk zélciowy (jesli jest), skora, przetyk, zoladek, dwunastnica,
jelito czcze, jelito krete, jelito $lepe, okrgznica, odbytnica, pgcherz moczowy, wybrane wezly chionne, (gruczoly
mleczne samic), (mig¢énie udowe), nerw obwodowy, (mostek ze szpikiem), (oczy), (ko§¢ udowa Iacznie
z powierzchnia stawowa), (rdzen kregowy na trzech poziomach szyjnym, $rodpiersiowym i ledZwiowym)
i (gruczoty tzowe). Tkanki umieszczone w nawiasach nalezy bada¢ tylko wtedy, jezeli wskazuja na to objawy
toksyczne, a takze wtedy, gdy moga by¢ narzadami krytycznymi dziatania toksycznego badanej substancji.

1.6.3.2. Badania histopatologiczne

Nalezy wykona¢ peine badania histologiczne skéry normalnej i narazanej oraz narzadow i tkanek zwierzat grupy
kontrolnej i grupy narazanej na badana substancj¢ w najwyzszej dawce.

Nalezy zbada¢ wszystkie tkanki, w ktérych makroskopowo stwierdzono uszkodzenia.

Nalezy zbada¢ narzady krytyczne w innych grupach do$wiadczalnych.

Jezeli uzywa sie szczuréw, pluca zwierzat narazanych na badana substancje¢ w niskich i posrednich dawkach
nalezy podda¢ badaniom histopatologicznym dla stwierdzenia infekcji, co sthuzy wlasciwej ocenie stanu zdrowia
zwierzat. U zwierzat tych grup dalsze badania histopatologiczne nie sa wymagane jako rutynowe, ale musza by¢
zawsze przeprowadzone badania histopatologiczne tych narzadéw, w ktérych wykazano uszkodzenia w grupie
zwierzat narazanych na badana substancj¢ w wysokiej dawce.
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Jezeli badana jest grupa towarzyszaca, badania histopatologiczne powinny byé wykonane na tkankach
i narzadach, w ktérych stwierdzano dziatanie toksyczne u zwierzat innych grup narazanych.

2. WYNIKI BADAN

Uzyskane wyniki badan nalezy zebra¢ w formie tabel, zamieszczajac w nich dla kazdej grupy, liczbe zwierzat na
poczatku do$wiadczenia, liczb¢ zwierzat, u ktérych stwierdzono uszkodzenie, rodzaj tego uszkodzenia oraz
odsetek zwierzat wykazujacych jakikolwiek typ uszkodzenia. Wyniki powinny by¢ analizowane odpowiednimi
metodami statystycznymi. Moze by¢ zastosowana kazda uznana metoda statystyczna.

3. SPRAWOZDANIE
3.1. Sprawozdanie z badan

W sprawozdaniu zamieszcza sie, z uwzgl¢dnieniem zakresu badan, nast¢pujace informacje:
- gatunek, szczep, zrédlo pochodzenia zwierzat, warunki srodowiskowe, rodzaj paszy itp.,
- warunki przeprowadzenia badania,
- poziomy dawkowania (lacznie z nosnikiem, jezeli jest uzywany) i stezenia,
- dane dotyczace efektow toksycznych w zaleznosci od dawki i pici,
- w miar¢ mozliwosci poziom dawkowania, przy ktdrym nie wystepuja efekty toksyczne i inne,
- czas padnigcia zwierzat w trakcie do§wiadczenia lub informacje, czy zwierzeta przezyly do korica badania,
- opis efektow toksycznych lub innych efektéw,
- czas zaobserwowania kazdego nietypowego objawu i czas jego trwania,
- dane dotyczace masy ciala i zuzycia paszy,
- wyniki badan oftalmologicznych,
- rodzaj przeprowadzonych badan hematologicznych i ich wyniki,
- rodzaj przeprowadzonych badan biochemicznych iich wyniki (facznie z wynikami badah moczu, jezeli
byly wykonane),
- wyniki sekcji,
- szczeg6lowy opis zmian stwierdzonych w badaniach histopatologicznych,
- statystyczne opracowanie uzyskanych wynikow,
- omowienie wynikdw,
- interpretacj¢ uzyskanych wynikéw.

3.2. Ocena i interpretacja

Przeprowadza sig na podstawie przepiséw Wstepu Ogoélnego Czesci B.



