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B.38. OPOZNIONA NEUROTOKSYCZNOSC ZWIAZKOW
FOSFOROORGANICZNYCH PO DAWCE POWTARZANEJ-28-DNIOWEJ

1. METODA
1.1. Wstep

W szacowaniu i ocenie skutkéw toksycznego dzialania waime jest uwzglednienie mozliwosci powodowania
przez pewne klasy substancji chemicznych szczegdlnych objawoéw neurotoksycznoéci, ktérych nie mozna
wykry¢ winnych badaniach toksykologicznych. Zaobserwowano, ze niektére zwiazki fosforoorganiczne
wywoluja objawy op6Znionego dziatania neurotoksycznego, ktére mozna wykazaé za pomocg ponizej opisanej
metody.

Do wykrycia substancji chemicznych, ktére moga powodowaé opoznione objawy polineuropatii, moze by¢ takze
stosowany test przesiewowy in vitro. Jednak uwjemne wyniki badan in vitro nie sa dowodem, ze badana
substancja nie wykazuje dzialania neurotoksycznego.

To 28-dniowe badanie opo6znionych skutkéw neurotoksycznych dostarcza informacji o mozliwym zagrozeniu
zdrowotnym, jakie moze si¢ pojawi¢ po powtarzanym narazeniu przez okrelony czas. Dostarcza informacji
o odpowiedzi zaleznej od dawki imoze umozliwi¢ szacowanie poziomu niewywohlijacego dziatania
szkodliwego, ktéry mozna wykorzysta¢ przy ustalaniu kryteriow bezpieczenstwa.

1.2. Definicje

1. Zwiazki fosforoorganiczne obejmuja estry fosforoorganiczne, tioestry lub bezwodniki kwaséw
fosforoorganicznych, fosfonoorganicznych, fosforamidoorganicznych lub kwaséw fosforotionowych,
fosfonotionowych lub fosforotiamidoorganicznych, lub inne substancje, czasami wystepujace wtej klasie
zwigzk6éw chemicznych, ktére moga powodowaé opéznione objawy dziatania neurotoksycznego.

2. Opézniona neurotoksycznos$¢ jest to zespdt zwiazany z wydluzonym, opéznionym wystapieniem objawow
ataksji, obwodowych aksonopatii w rdzeniu krggowym i nerwach obwodowych oraz hamowaniem i starzeniem
sie esterazy neurotoksycznej (NTE) w tkance nerwowe;.

1.3. Zasada metody

Dzienne dawki badanej substancji podaje si¢ droga pokarmowa kurom domowym przez 28 dni. Codziennie,
przez 14 dni od podania ostatniej dawki obserwuje si¢ u zwierzat zmiany w zachowaniu si¢, objawy ataksji
i porazenia. Przeprowadza si¢ oznaczenia biochemiczne, w szczeg6lnosci oznacza si¢ aktywno$¢ NTE, u kur
wybranych losowo z kazdej grupy (24 i48 godzin po podaniu ostatniej dawki). Dwa tygodnie po podaniu
ostatniej dawki pozostale kury zabija sig i przeprowadza badania histopatologiczne wybranych czeéci ukladu
nNerwowego.

1.4. Opis metody badania
1.4.1. Przygotowanie

Zdrowe wolne od choréb wirusowych, mlode, dojrzale piciowo kury nieotrzymujace lekéw i niewykazujace wad
w chodzeniu nalezy dobra¢ losowo do grup narazanych ikontrolnej oraz aklimatyzowaé¢ do warunkéw
laboratoryjnych przez przynajmniej 5 dni przed rozpoczgciem badania.

Nalezy stosowaé klatki lub ogrodzenia wystarczajaco duze, aby zapewni¢ kurom swobodne poruszanie sie
i fatwa obserwacjg¢ ich chodu.

Badana substancje nalezy podawac¢ codziennie droga dozoladkowa 7 dni w tygodniu, uzywajac sondy lub
kapsutek zelatynowych. Ciecze nalezy podawa¢ w formie nierozcieficzonej lub rozpuszczone w odpowiednim
noéniku takim, jak olej kukurydziany; o ile jest to mozliwe, ciala stale nalezy rozpuszcza¢, poniewaz duze dawki
substancji stalej w kapsulkach zelatynowych nie wchianiaja si¢ w wystarczajacym stopniu. Nalezy znaé
charakterystyke toksykologiczna no$nika innego niz woda, jezeli nie jest znana, nalezy ja ustali¢ przed
badaniem.
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1.4.2. Warunki do$wiadczalne
1.4.2.1. Zwierzeta doswiadczalne

Zaleca si¢ stosowanie miodych, dojrzalych piciowo kur domowych niosek (Gallus gallus domesticus), w wieku
8 do 12 miesigcy. Nalezy stosowaé kury o standardowych wymiarach, z tej samej hodowli itego samego
szczepu i hodowa¢ w typowych warunkach zapewniajacych swobodne poruszanie sie.

1.4.2.2. Liczba i pte¢

Nalezy stosowaé przynajmniej trzy grupy narazane igrupe kontrolna, ktéra eksponuje si¢ na nosnik. Grupe
kontrolna z noénikiem nalezy traktowa¢ w ten sam sposéb co grupy narazane, z wyjatkiem podawania badanej
substancji.

Kazda grupa powinna zawiera¢ wystarczajaca liczbe kur, aby przynajmniej szes¢ mozna bylo zabi¢ w celu
wykonania oznaczef biochemicznych (trzy w kazdym z dwéch punktéw czasowych) oraz szesé, ktére przezyly
21 dni okresu obserwacji, mozna bylo uzy¢ do badan patologicznych.

1.4.2.3. Poziomy dawkowania

Poziomy dawkowania nalezy dobra¢, biorac pod uwage wyniki trzech badan op6znionej neurotoksycznosci po
podaniu jednorazowym, jak réwniez inne istniejace dane o toksycznosci lub kinetyce badanej substanciji.
Najwyzszy poziom dawkowania nalezy dobra¢ z zamiarem wywolania skutkéw toksycznych najlepiej, gdy sa to
objawy opdZnionej neurotoksycznoécn lecz bez wywolywania $miertelnosci, czy tez widocznego cxerplema
Nastgpnie nalezy dobra¢ zmniejszajace si¢ dawki w celu okre$lenia zaleznoéci dawka/odpowiedz i poziomu bez
obserwowanego dzialania szkodliwego w najnizszej dawce.

1.4.2.4. Badanie wartosci dawki granicznej

Jezeli w badaniu na poziomie dawkowania co najmniej 1000 mg/kg m.c., przeprowadzonym wedlug opisanej
procedury, nie wystapia widoczne objawy toksyczne i o ile takich skutkéw nie nalezy oczekiwaé w oparciu
o dane o zwiazkach o podobnej budowie, wtedy badanie z zastosowaniem wig¢kszej dawki nie jest konieczne.
Gdy dane o narazeniu u ludzi wskazuja na potrzebe stosowania wyzszego poziomu dawkowania, mozna
przeprowadzi¢ badanie przy uzyciu dawki wyzszej niz warto$¢ graniczna.

1.4.2.5. Okres obserwacji

Nalezy obserwowaé wszystkie zwierz¢ta co najmniej raz dziennie w czasie 28 dni podawania i przez 14 po
okresie podawania lub do czasu ich planowego zabicia.

1.4.3. Opis postgpowania
Substancje badana podaje si¢ przez 7 dni w tygodniu, przez okres 28 dni.
1.4.3.1. Obserwacje ogdlne

Obserwacje nalezy rozpoczaé bezposrednio po narazeniu. Nalezy obserwowac starannie wszystkie kury co
najmniej raz dziennie w czasie 28 dni podawania, a nastgpnie przez 14 dni lub do czasu ich planowanego
uémiercenia. Nalezy notowaé wszystkie objawy zatrucia, uwzgledniajac czas ich wystapienia, typ, rozleglodc
iczas trwania. Obserwacje powinny obejmowa¢ nieprawidlowosci w zachowaniu, lecz nie ogranicza¢ si¢ do
nich. Objawy ataksji nalezy mierzy¢ za pomocg liczbowej skali stopniujacej, zawierajacej co najmniej cztery
poziomy, oraz notowaé przypadki porazen. Kury nalezy przynajmniej dwa razy w tygodniu wyjmowac z klatek
i poddawa¢ przez pewien czas wymuszonej aktywnosci motorycznej takiej, jak wspinanie si¢ po drabinie, celem
wlatwienia obserwacji nawet niewielkich efektéw toksycznych. Kazda kure w stanie agonalnym nalezy zabié
oraz podda¢ sekcji.

1.4.3.2. Masa ciata

Wszystkie kury nalezy zwazyé tuz przed rozpoczeciem podawania badanej substancji i przynajmniej raz
w tygodniu podczas badania.
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1.4.3.3. Badania biochemiczne

Szes$¢ kur losowo wybranych z kazdej narazanej grupy i grupy kontrolnej z no$nikiem nalezy zabié w kilka dni
po podaniu ostatniej dawki, wypreparowa¢ mézg irdzen kregowy w odcinku ledZwiowym izbadaé na
aktywno$¢ NTE. Moze by¢ tez potrzebne wypreparowanie tkanki nerwu kulszowego i zbadanie jej na aktywno$é
NTE. Z reguly, trzy ptaki z grupy kontrolnej i kazdej grupy narazanej u$mierca si¢ po 24 godzinach i trzy po
48 godzinach po podaniu ostatniej dawki. O ile obserwacje objawéw dziatania toksycznego z badai po podaniu
dawki jednorazowej lub innych badan sugeruja inne czasy zabijania zwierzat po podaniu ostatniej dawki, wtedy
nalezy to wykorzystaé, a wybdr uzasadnic.

W prébkach tych, gdy uzna si¢ to za stosowne, mozna przeprowadzi¢ rowniez oznaczenie aktywnosci
acetylocholinesterazy (AChE). Jednak spontaniczna reaktywacja AChE moze wystapi¢ in vivo, co moze
doprowadzi¢ do niedoszacowania potencjalu hamujacego AChE danej substancji.

1.4.3.4. Badania makroskopowe

Badania makroskopowe wszystkich zwierzat (zabijanych planowo i w stanie agonalnym) powinny obejmowaé
obserwacje moézgu i rdzenia kregowego.

1.4.3.5. Badania histopatologiczne

Badaniu mikroskopowemu nalezy podda¢ tkank¢ nerwowa zwierzat, ktore przezyly okres obserwacji i nie byly
uzyte do badan biochemicznych. Tkanki nalezy utrwali¢ in situ stosujac technik¢ perfuzji. Preparaty
mikroskopowe powinny obejmowaé¢ mézdzek (poziom $rodkowopodtuzny), rdzen przedtuzony, rdzen kregowy
inerwy obwodowe. Nalezy wykona¢ preparaty rdzenia krggowego z gémego odcinka szyjnego oraz okolicy
$rédpiersiowej i krzyzowolgdzwiowej oraz preparaty okolic obwodowych nerwu piszczelowego ijego
odgal¢zien do migsnia brzuchatego lydki inerwu kulszowego. Preparaty nalezy barwi¢ odpowiednimi
barwnikami specyficznymi dla mieliny i aksonéw. Poczatkowo, badania mikroskopowe nalezy przeprowadzié na
utrwalonych tkankach wszystkich zwierzat grupy kontrolnej i z grupy, ktora otrzymata najwyzsza dawke. Jezeli
istnieja dowody na wystgpowanie zmian u zwierzat otrzymujacych najnizsza dawke, wtedy badaniem
mikroskopowym naleZzy obja¢ tkanki pobrane od wszystkich kur z grupy posredniej i najnizsze;.

2. WYNIKI

Zreguly otrzymane wyniki ujemne dotyczace badanych parametréw (biochemiczne, histopatologiczne
iobserwacji zachowania) nie wymagaja poglebionych badan pod wzgledem opdznionych skutkéw
neurologicznych. Wyniki niejednoznaczne moga powodowa¢ koniecznos$¢ przeprowadzenia dalszych badan.
Wszystkie dane nalezy zestawi¢ w formie tabel, wykazujac dla kazdej badanej grupy: liczbg zwierzat na
poczatku badania, liczbg zwierzat wykazujacych zaburzenia, skutki toksyczne ujawniajace si¢ w zmianie
zachowania lub oznaczeniach biochemicznych, rodzaj inasilenie tych zaburzen lub skutkéw oraz odsetek
zwierzat wykazujacych kazdy rodzaj i nasilenie zaburzen lub skutkéw.

Wyniki badania nalezy oceni¢ w zaleznosci od czgstoéci wystgpowania, nasilenia i korelacji zmian zachowania
sig, zmian biochemicznych i histopatologicznych oraz wszelkich innych skutkéw obserwowanych w grupach
narazanych i kontrolnych.

Wyniki liczbowe nalezy oceni¢ za pomoca odpowiednich i powszechnie uznawanych metod statystycznych.
Stosowane metody statystyczne nalezy wybra¢ podczas planowania badan.

3. SPRAWOZDANIE
3.1. Sprawozdanie z badan

W sprawozdaniu zamieszcza sig, z uwzgl¢dnieniem zakresu badan, nastgpujace informacje:
1) zwierzeta do§wiadczalne:

- stosowany szczep,

- liczbe i wiek zwierzat,

- #rédlo pozyskania, warunki przebywania itp.,

- indywidualne masy zwierzat na poczatku do$wiadczenia,
2) warunki badania:

- szczegbly przygotowania substancji do badaf, trwato$¢ i jednorodnose,

- uzasadnienie wyboru noénika,

- szczeg6ly podawania badanej substancji,
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szczegdly dotyczace jakosci paszy i wody,
- uzasadnienie doboru dawki,
szczegblowy opis dawek lacznie ze szczegétami dotyczacymi noénika, objgtosci iformy fizycznej
podawanego materiatu,
- rodzaj 1iszczegély podawania stosowanego Srodka zabezpieczajacego przed S$miertelnymi skutkami
pobudzenia uktadu cholinergicznego;
3) wyniki:
- dane dotyczace masy ciata,
- dane na temat objawéw toksycznych, wilaczajac wto $miertelno$é, w zaleznoéci od grup narazanych,
poziom, przy ktérym nie obserwuje si¢ zadnych objawéw szkodliwych (NOAEL),
- rodzaj, nasilenie i czas trwania objawéw klinicznych (czy sa odwracalne, czy tez nie),
- szczeg6lowy opis metod i otrzymanych wynikow biochemicznych,
- wyniki badan sekcyjnych,
- szczegbltowy opis wszystkich wynikéw histopatologicznych,
- statystyczne opracowanie wynikow, gdzie to mozliwe;
4) oméwienie wynikow;
5) wnioski.



