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Предисловие

Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной 
стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные по
ложения» и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, 
правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, об
новления и отмены»

Сведения о стандарте

1 ПОДГОТОВЛЕН Федеральным государственным унитарным предприятием «Российский 
научно-технический центр информации по стандартизации, метрологии и оценке соответствия» (ФГУП 
«СТАНДАРТИНФОРМ») на основе собственного перевода на русский язык англоязычной версии 
документа, указанного в пункте 5

2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии

3 ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации 
(протокол от 30 июля 2019 г. N& 120-П)

За принятие проголосовали:

Краткое наименование страны 
no М К (И С О  3166) 004  -  97

Код страны
по М К (И С О  3166) 0 0 4 --9 7

С окращ енное наименование национального 
органа по стандартизации

Беларусь BY Госстандарт Республики Беларусь

Киргизия KG Кыргызсгандарт

Россия RU Росстандарт

Таджикистан TJ Таджиксгандарт

Узбекистан UZ Узстандарт

4 Приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 8 августа 
2019 г. Np 476-ст межгосударственный стандарт ГОСТ 34558—2019 введен в действие в качестве 
национального стандарта Российской Федерации с 1 июня 2020 г.

5 Настоящий стандарт является модифицированным по отношению к международному документу 
OECD Test No 419:1995 «Руководство по испытанию химических веществ. Исследование отдаленного 
нейротоксического действия фосфорорганических соединений при 28-дневном повторном введении» 
(«Guideline for the testing of chemicals. Delayed neurotoxicity of organophosphorus substances: 28-day re
peated dose study», MOD) путем:

- включения дополнительного раздела ^дополнительных фраз. слов, сокращений, выделенных 
в тексте курсивом;

- изменения его структуры для приведения в соответствие с правилами, установленными в 
ГОСТ 1.5 (подразделы 4.2. 4.3).

Сопоставление структуры настоящего стандарта со структурой указанного международного 
документа приведено в дополнительном приложении ДА.

Наименование настоящего стандарта изменено относительно наименования указанного 
международного документа для приведения в соответствие с ГОСТ 1.5 (подраздел 3.6)

6 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ
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Введение

Руководства OECD (Организации экономического сотрудничества и развития — ОЭСР) 
периодически пересматриваются с учетом последних достижений научного прогресса и изменяющихся 
правил гуманного обращения с животными. В руководстве ОЭСР № 419 были пересмотрены методы по 
измерению ингибирования эстеразы (ранее нейротоксичная эстераза, NTE), позволяющие устанавли
вать эффекты воздействия исследуемого вещества [1]—[3]. Ингибирование NTE в головном и спинном 
мозге в течение 24—48 ч после введения препарата коррелирует с клиническими и морфологическими 
эффектами отдаленного нейротоксического действия. Было установлено, что модель испытания NTE 
применима для всех сложных эфиров фосфорорганических кислот, являющихся причиной отдаленных 
невропатий человека (4). Количественные данные ингибирования NTE позволяют значительно повысить 
точность интерпретации полученных поведенческих и гистопатологических данных, определить потен
циальное отдаленное действие нейротоксиканта и выявить уровень отсутствия наблюдаемого вредно
го воздействия (NOAEL) [1]— [4]. Новая версия настоящего руководства предусматривает введение ис
следуемого вещества в течение 28 дней вместо 90-дневного введения. Для многих пестицидов 28 дней 
также могут лучше соответствовать фактической продолжительности воздействия аппликаторов, чем 
90 дней [4], (5).

Новая версия настоящего руководства стала результатом работы консультационного заседания 
экспертов специальной рабочей группы по общей краткосрочной и отдаленной иейротоксичности, 
состоявшегося в феврале 1992 г. в Париже [6]. Предложение по пересмотру руководства было внесено 
ранее на заседании Специальной рабочей группой ОЭСР по испытаниям нейротоксичности в марте 
1990 г. в пригороде Вашингтона и в дальнейшем переработано на основании полученных замечаний (7).

V



Поправка к ГОСТ 34558—2019 Методы испытания по воздействию химической продукции на 
организм человека. Исследование отдаленного нойротоксического действия фосфорорганиче- 
ских соединений при повторном 28-дневном ведении

В каком месте Напечатано Должно быть

Предисловие. Таблица согла
сования

_ Казахстан KZ Госстандарт 
Республики Казахстан

(ИУС №  8 2020 г.)



ГОСТ 34558—2019

М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

МЕТОДЫ ИСПЫТАНИЯ ПО ВОЗДЕЙСТВИЮ ХИМИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ 
НА ОРГАНИЗМ ЧЕЛОВЕКА

Исследование отдаленного нейротоксического действия фосфорорганических соединений
при повторном 28-дневном введении

Methods of testing the chemicals of human hazard. Study of delayed neurotoxic effects of organophosphorus substances
with repeated 28-day dose

Дата введения — 2020—06—01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает общие требования к получению информации об 
отдаленном нвйротоксическом действии фосфорорганических соединений при повторном 28-днев
ном воздействии на лабораторных животных для оценки и классификации веществ в соответствии 
с Согласованной на глобальном уровне системой классификации и маркировки химических веществ 
(СГС).

2 Термины, определения и сокращения

2.1 В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями:
2.1.1 отдаленная нейротоксичность (delayed neurotoxicity). Синдром, связанный с длительной 

задержкой проявления атаксии, дистальной аксонопатии спинного мозга и периферических нервов, а 
также ингибированием и снижением нейротоксической (нейропатической) эстеразы-мишени в нервной 
ткани.

2.1.2 фосфорорганические соединения (organophosphorus substances): Эфиры и тиоэфиры 
фосфорорганических кислот, ангидриды или амиды органических производных фосфорной и 
фосфоновой кислот, органические производные тиофосфорной и тиофосфоноеой кислот или амиды 
тиофосфоновых кислот или другие вещества, которые могут вызывать мейротоксическое действие.

2.2 В настоящем стандарте использованы следующие сокращения:
NTE — нвйротоксичная эстераза.
NOAEL — максимальная доза, которая не вызывает никаких неблагоприятных эффектов:
AChE — ацвтилхолинэствраза.

3 Основные положения

3.1 Настоящий стандарт используют для характеристики и оценки токсического действия 
фосфорорганических соединений. Потенциал отдаленной нейротоксичности после повторных 
воздействий определяют обычно после испытаний на острую токсичность'. Информация по острой 
токсичности может быть использована при планировании дальнейших исследований отдаленной 
нейротоксичности при многократном воздействии (8)—[10].

* OECD Test № 418:1995 «Руководство по испытанию химических веществ. Отдаленная нейротоксичность 
химических веществ. После острого воздействия» («Guideline for testing of chemicals. Delayed neurotoxicity of or
ganophosphorus substances. Following acute exposure»).

Издание официальное
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3.2 Настоящий стандарт, предусматривающий 28-дневное исследование отдаленной 
нейротоксичности. обеспечивает получение информации о потенциальной опасности для здоровья, 
которая может возникнуть в результате повторных воздействий в течение ограниченного времени. 
Он позволяет получить информацию о зависимости «доза — ответ» и дать оценку уровня отсутствия 
наблюдаемых отрицательных эффектов, который может быть важен для установления критериев 
безопасности при воздействии [4].

3.3 На основе используемых моделей для некоторых веществ (например, пластификаторов) 
могут потребоваться более длительные периоды воздействия, т. е. 90 дней. В некоторых случаях 
может потребоваться дальнейшее исследование для принятия решения о данных, которые трудно 
интерпретировать, или для более четкой характеристики схемы использования конкретного вещества.

4 Принцип испытания
Исследуемое вещество вводят ежедневно перорально домашним курам в течение 28 дней. 

Ежедневное наблюдение за животными для изучения нарушений поведенческих реакций, атаксии и 
параличей проводят не менее 14 дней поело введения последней дозы. Биохимические измерения, 
особенно NTE (1]— [3]. проводят на курах, выбранных случайным образом из каждой группы (обычно 
через 24 и 48 ч) после введения последней дозы. Через две недели после введения последней дозы 
исследуемого вещества оставшихся кур подвергают эвтаназии, и их нервные ткани (ткани мозга) 
подвергают гистопатологическому исследованию.

5 Описание метода

5.1 Выбор вида животных

Рекомендуется использовать молодых взрослых домашних кур-несушек (Gallus gallus domesticus) 
в возрасте от 8 до 12 мес. В исследовании используют кур стандартных размеров для породы и линии, 
выращенных в условиях свободного перемещения.

5.2 Условия содержания и кормления

Подопытных птиц содержат в достаточно больших клетках или вольерах, обеспечивающих 
свободное перемещение курам и возможность наблюдать за их движениями. В помещениях с 
искусственным освещением соблюдают последовательность 12 ч света. 12 ч темноты. Должно быть 
предусмотрено соответствующее питание с неограниченным количеством питьевой воды.

5.3 Подготовка животных

Молодые и здоровые взрослые куры (без вирусных заболеваний, без применения лекарственных 
препаратов и без нарушения координации движений), выбранные случайным образом в подопытные и 
контрольные группы, должны пройти адаптацию не менее 5 дней до начала исследования.

Допускается лишать животных корма на четыре часа до и после введения исследуемого 
вещества, при этом не следует ограничивать потребление воды.

5.4 Пути введения и подготовки доз исследуемых веществ

Исследуемое вещество вводят ежедневно перорально (7 дней в неделю) предпочтительно 
с помощью желудочного зонда или с использованием желатиновых капсул. Жидкости могут быть 
введены как в неразбавленном виде, так и растворены в соответствующем растворителе (носителе), 
таком как кукурузное масло; твердые вещества должны быть растворены, если это возможно, так как 
большие дозы твердых веществ в желатиновых капсулах могут не абсорбироваться эффективно. 
Токсикологические характеристики неводных растворителей должны быть известны или их следует 
определить до начала исследования.
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6 Проведение испытаний

6.1 Число животных и подопытные группы

6.1.1 В каждой группе должно быть достаточное количество кур. чтобы шесть особей могли быть 
подвергнуты эвтаназии для биохимического анализа (по три особи на каждую из двух временных точек) 
и шесть кур могли остаться для наблюдений в течение 14 дней после введения последней дозы.

6.1.2 Как правило, используют не менее трех подопытных групп и контрольную группу для 
введения используемого растворителя. Если на основании имеющихся данных (т. е. исследования 
однократной дозы (см. сноску в 3.1), скрининговых оценок in vitro (10}—[12] или зависимости «структура — 
активность» [8]. [9]) не ожидается никаких эффектов для дозы 1000 мг/кг массы тела в день, может быть 
проведено испытание на предельное содержание (пороговое значение).

6.1.3 В контрольной группе для испытания воздействия растворителя и в кахщой из подопытных 
групп должно быть не менее шести кур для биохимических исследований и шести кур — для 
гистопатологических исследований. Контрольную группу подвергают тем же процедурам и вводят 
растворитель, но не вводят исследуемое вещество.

6.2 Выбор дозы

Уровни дозы следует выбирать с учетом результатов острого испытания на отдаленную 
нейротоксичность (см. сноску в 3.1) и других доступных данных о токсичности или кинетике исследуемого 
вещества. Самый высокий уровень дозы должен вызывать у подопытных животных токсические 
эффекты (предпочтительно отдаленную нейротоксичность), но не приводить к гибели или тяжелым 
страданиям птиц. После этого выбирают убывающую последовательность уровней дозы, чтобы 
продемонстрировать зависимость «доза — ответ» и отсутствие наблюдаемого вредного воздействия 
при самом низком уровне дозы.

6.3 Определение предельных значений

Если при испытаниях с использованием процедур по настоящему стандарту установлено, что доза 
на уровне не менее 1000 мг/кг массы тела в сутки не вызывает наблюдаемых токсических эффектов 
и отсутствуют данные о предполагаемой токсичности для структурно родственных соединений, то 
исследования с использованием более высокой дозы могут не считаться необходимыми. Определение 
предельных значений проводят в случае, когда ожидаемое воздействие на организм человека указывает 
на необходимость использования более высокого уровня дозы.

7 Наблюдения

Наблюдение за животными начинают сразу после воздействия исследуемого вещества. За всеми 
курами проводят тщательное наблюдение не менее одного раза в день в течение 28 дней введения 
исследуемого вещества и 14 дней после введения дозы или до запланированного умерщвления. 
Должны быть зарегистрированы все признаки токсичности, время их появления, тип, тяжесть и 
продолжительность. Результаты наблюдений должны включать, но не ограничиваться поведенческими 
отклонениями. Атаксию следует измерять по порядковой шкале оценок, состоящей не менее чем из 
четырех уровней, отдельно фиксируют случаи паралича [13]. Не менее двух раз в неделю кур следует 
вынимать из клеток и подвергать принудительной двигательной активности, например подъему по 
лестнице, для облегчения выявления минимальных токсических эффектов. Умирающие животные 
должны быть удалены, подвергнуты эвтаназии и общей некропсии.

7.1 Масса тела

Всех кур взвешивают перед введением исследуемого вещества и в дальнейшем не менее одного 
раза в неделю в течение всего эксперимента.

7.2 Биохимические исследования

7.2.1 В течение нескольких дней после введения последней дозы исследуемого вещества 
шесть кур. случайно выбранных из подопытных групп и контрольной группы, умерщвляют, а голов
ной мозг и поясничный отдел спинного мозга должны быть подготовлены и проанализированы на NTE 
активность (1]. [14]—{16J. Кроме этого, также могут иметь практическое значение подготовка и анализ
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ткани седалищного нерва на активность NTE [17]— [19). Обычно по три птицы из контрольной и каждой 
из подопытных групп подвергают эвтаназии через 24 ч и по три — через 48 ч после введения последней 
дозы. Если данные по исследованию острой токсичности (см. сноску к 3.1) или других исследований 
(например, токсикогенетики) указывают на то. что предпочтительно использовать другие временные 
рамки для умерщвления после введения последней дозы, их следует обосновать, документировать и 
использовать.

7.2.2 При необходимости на полученных образцах исследуют активность ацетилхолинэстеразы 
(AChE) [20]. [21]. Однако может происходить спонтанная реактивация AChE in vivo, что может привести 
к недооценке активности исследуемого вещества как ингибитора AChE.

7.3 Патологическое исследование

Общее патологическое исследование всех животных (умерщвленных в соответствии с планом 
исследования и погибших в ходе испытания) должно включать анализ внешнего вида, головного и 
спинного мозга.

7.4 Гистопатологическив исследования

Нервная ткань животных, выживших в период наблюдений, не используемая для биохимических 
исследований, должна быть подвергнута микроскопическому исследованию. Ткани должны быть 
зафиксированы в месте изначальной локализации перфузионным методом. Образцы должны 
включать ткани мозжечка (средний продольный уровень), продолговатого мозга, спинного мозга и 
периферических нервов. Образцы спинного мозга должны быть взяты из верхних шейных сегментов 
среднегрудного и пояснично-крестцового отделов. Необходимо также отобрать образцы из дистального 
отдела большеберцового нерва и его ответвлений в икроножной мышце и седалищного нерва. Срезы 
должны быть окрашены соответствующими миелиновыми и аксон-специфическими окрашивающими 
средствами. В первую очередь проводят микроскопическое исследование законсервированных тканей 
всех животных контрольной группы и групп с высокой дозой. При наличии признаков воздействия 
исследуемого вещества в группе с высокой дозой проводят микроскопическое исследование тканей 
кур из групп со средней и малой дозами.

8 Данные и отчет об исследовании

8.1 Данные

Для каждого животного должны быть зарегистрированы индивидуальные данные. Все данные 
должны быть представлены в табличной форме с указанием числа животных в каждой подопытной группе 
в начале испытания, числа животных с признаками изменений, поведенческого или биохимического 
действия, их типа и степени этих нарушений и процентные соотношения, отображающие тип и тяжесть 
каждого нарушения или реакции.

8.2 Оценка результатов

8.2.1 Результаты проведенного исследования оценивают с точки зрения распространенности, 
тяжести и корреляции поведенческих, биохимических реакций с результатами гистопатологических 
исследований, а также с любыми другими наблюдаемыми эффектами в тестируемых и контрольной 
группах.

8.2.2 Численные результаты оценивают соответствующими общепринятыми статистическими 
методами. Статистические методы выбирают на этапе планирования исследования.

9 Отчет о результатах исследований

9.1 Отчет о результатах исследований должен содержать:
9.1.1 исследуемое вещество:
- физическую природу (в том числе изомеризацию, чистоту и физико-химические свойства).
- идентификационные данные;
9.1.2 растворитель (при необходимости):
- обоснование выбора растворителя, кроме воды;
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9.1.3 данные о подопытных животных:
- используемую пинию,
- число и возраст животных,
- происхождение, условия содержания и т. д.,
- индивидуальную массу животных в начале испытания:
9.1.4 условия испытания:
- подробности приготовления исследуемого вещества, стабильность и гомогенность, при 

необходимости.
- подробную информацию о введении исследуемого вещества.
- описание пищевого рациона и качества воды.
- обоснование выбора дозы.
- характеристику вводимых доз. включая данные о растворителе (носителе), объеме и физической 

форме вводимого препарата;
9.1.5 результаты:
- массу тела животного.
- данные о токсическом эффекте в зависимости от уровня дозы, включая смертность.
- уровень отсутствия наблюдаемого вредного воздействия (подпороговый. NOAEL),
- характер, степень тяжести и длительность клинических наблюдений (независимо от того, 

обратимы они или нет),
- подробное описание биохимических методов и результатов исследований.
- результаты вскрытия животных.
- подробное описание результатов всех гистопатологичсских исследований,
- статистическую обработку результатов, при необходимости;
9.1.6 обсуждение результатов:
9.1.7 выводы.
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Приложение ДА 
(рекомендуемое)

Сопоставление структуры настоящего стандарта со структурой примененного 
в нем международного документа

Т а б л и ц а  ДА. 1

Структура настоящ его стандарта Структура международного докум ента O EC D  Test № 419:1995

Введение (1., 2.) Введение
1.
2.

1 Область применения —

2 Термины, определения и сокращения (6.. 
приложение)

Определения
6.

3 Основные положения (3.—5.)
3.2
3.3
3.4

Основные положения
3.
4.
5.

4 Принцип испытания (7.) Принцип испытания
7.

5 Описание метода (8.— 11.) 
5.1 Выбор вида животных

Описание метода 
Выбор вида животных 
8.

5.2 Условия содержания и кормления Условия содержания и кормления 
9.

5.3 Подготовка животных Подготовка животных 
10.

5.4 Пути введения и подготовки доз исследуемых 
веществ

Пути введения и подготовки доз 
11.

6 Проведение испытаний (12.— 16.)
6.1 Число животных и подопытные группы
6.1.1 
6.1.2 
6.1.3

Проведение испытаний 
Число животных и подопытные группы 
12.
13.
14.

6.2 Выбор дозы Выбор дозы 
15.

6.3 Определение предельных значений Определение предельных значений 
16.

7 Наблюдения (17.) Наблюдения
17.

7.1 Масса тела (18.) Масса тела 
18.

7.2 Биохимические исследования (19., 20.)
7.2.1
7.2.2
7.3 Патологическое исследование (21.)

Биохимические исследования
19.
20.
Патологическое исследование 
21.

7.4 Гистопатологические исследования Гистопатологические исследования
22.

8 Данные и отчет об исследовании (23.) Данные и отчет об исследовании 
Данные

8.1 Данные 23.
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Окончание таблицы ДА. 1

Структура настоящ его стандарта Структура международного документа O ECO  Tesl N* 419:1995

8.2 Оценка результатов (24.. 25.) 
8.2.1
8.2.2

Оценка результатов
24.
25.

9 Отчет о результатах исследований (26.) Отчет о результатах исследований 
26.

• Библиография

• • Приложение

Приложение ДА Сопоставление структуры 
настоящего стандарта со структурой примененного в 
нем международного документа

—

Библиография —

’ Данный раздел приведен в конце стандарта для приведения в соответствие с требованиями ГОСТ 1.5.
** Термины и определения приведены в разделе 2 настоящего стандарта для приведения в соответствие с 

требованиями ГОСТ 1.5.

П р и м е ч а н и е  — После заголовков разделов, подразделов настоящего стандарта приведены в скобках 
номера аналогичных им параграфов международного документа.
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