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Введение

Руководство ОЭСР по тестированию химических веществ периодически пересматривается в свете 
последних достижений науки. Первоначальное руководство 408 было утверждено в 1981 г. В новую ре­
дакцию документа были внесены изменения с целью получения дополнительной информации, получен­
ной на животных, используемых в исследовании.

Данная новая редакция Руководства 408 в значительной степени основывается на результатах 
Консультационной встречи экспертов ОЭСР по вопросам проведения испытаний субхронической и хро­
нической токсичности, состоявшейся в Риме 2—3 ноября 1995 г.

IV
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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

Повторное исследование пероральной токсичности на грызунах:
90-дневноо

Testing methods on Impact o f chemical production on a human body.
Repeated dose 90-day oral toxicity study m rodents

Дата введения — 2015— 06— 01

1 Область применения
При оценке и исследовании токсических характеристик химического вещества, определение су&- 

хронической пероральной токсичности при многократном введении возможно после получения исход­
ной информации о токсичности при проведении 28-дневного многократного введения вещества. 
Исследование многократного 90-дневного введения вещества предоставляет информацию о возможной 
опасности для здоровья, вероятной при повторяющемся воздействии в течение продолжительного вре­
мени. охватывающего период развития после отъема от матери и период полового созревания.

Исследование позволит получить информацию об основных токсических эффектах, выявить орга­
ны-мишени и возможности накопления вещества, а также позволит оценить подпороговый уровень воз­
действия вещества, что может быть использовано при подборе доз для исследования хронического 
отравления и определения критериев безопасности при воздействии на организм человека.

В пересмотренном Руководстве дополнительное внимание уделяется ожидаемым результатам не­
врологических исследований и дается представление о воздействии на иммунную и репродуктивную 
системы. В Руководстве также подчеркивается необходимость тщательных клинических наблюдений за 
животными и получения максимального объема информации. Данное исследование позволит опреде­
лить химические вещества, способные оказывать нейротоксическое, иммунное воздействие или влиять 
на репродуктивную систему организма, что может обусловить необходимость проведения дальнейших 
углубленных исследований.

2 Термины и определения
В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями:
2.1 доза (Dose): это количество вводимого тестируемого вещества. Доза указывается как масса (г, 

мг), или как масса тестируемого вещества на единицу массы подопытного животного (например, мг/кг). 
или как постоянная концентрация вещества в пище (ppm).

2.2 дозировка (Dosage): это общий термин, обозначающий дозу, частоту и продолжительность ее 
ввода.

2.3 NOAEL (no-observed-adverse-effect level): это аббревиатура уровня отсутствия наблюдаемого 
вредного воздействия после введения вещества, и является максимальной дозой, не вызывающей об­
наруживаемого вредного воздействия на здоровье.

3 Принцип тестирования
Тестируемое вещество вводится ежедневно перорально, дозами, нескольким группам подопытных 

животных, при этом каждой группе вводится одинаковая доза вещества в течение 90 дней. На протяже­
нии периода приема вещества животные находятся под тщательным наблюдением с целью выявления 
признаков токсического воздействия. Животные, умершие или умерщвленные в ходе тестирования, под­
лежат вскрытию; после завершения тестирования выжившие животные также умерщвляются и подвер­
гаются аутопсии.

И здание оф ициальное
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4 Описание метода
4.1 Животные
4.1.1 Выбор видов животных
Предпочтительным видом животных являются крысы, хотя возможно использование других видов 

грызунов, например, мышей. В тестировании следует использовать обычные лабораторные породы мо­
лодых здоровых половозрелых животных. Особи женского пола должны быть нерожавшими и небере­
менными. Введение доз вещества должно начинаться сразу же после отлучения от матери, но в любом 
случае, до того, как животным исполнится девять недель. В начале исследования отклонение в массе 
тела используемых животных должно быть минимальным и не превышать ♦ 20 % средней массы особей 
обоего пола. В случае, если исследование проводится в качестве предварительного перед долгосроч­
ным исследованием хронической токсичности, в обоих исследованиях должны использоваться 
животные одной породы и одного и того же происхождения.

4.1.2 Условия содержания и кормления
Температура в помещении с подопытными животными должна быть 22 eC (13 °С). Несмотря на то. что 

относительная влажность воздуха не должна быть ниже 30 % и, предпочтительно, не превышать 70 %, за ис­
ключением периода уборки помещения, целевое значение относительной влажности составляет 
50 %—60 %. Освещение в помещении должно быть искусственное, с чередованием 12 часов света. 12 ча­
сов темноты. В кормлении могут использоваться обычный лабораторный рацион с неограниченной подачей 
воды для питья. Выбор рациона может быть обусловлен необходимостью обеспечить соответствующую 
смесь тестируемого вещества при его введении в соответствии с данным методом. Животные могут содер­
жаться отдельно или в клетках небольшими группами особей одного пола (3). [4]. [5].

4.1.3 Подготовка животных
Для тестирования используются здоровые животные, прошедшие акклиматизацию к лаборатор­

ным условиям в течение не менее 5 дней, и не использовавшиеся ранее в каких-либо экспериментах. 
Подопытные животные характеризуются по виду, породе, происхождению, полу, массе тела и/или воз­
расту. Животные распределяются в контрольную и экспериментальную группы в произвольном порядке. 
Клетки с животными располагаются таким образом, чтобы свести к минимуму потенциальное воздей­
ствие размещения клеток. Каждому животному присваивается уникальный идентификационный номер.

4.2 Подготовка доз вещества
Тестируемое вещество вводится через желудочный зонд или с пищей или питьевой водой. Способ 

перорального введения зависит от цели исследования и физических/химических свойств тестируемых 
соединений.

В необходимых случаях тестируемое вещество растворяется или суспендируется в подходящем 
растворителе. Рекомендуется, при наличии возможности, в первую очередь использовать водный рас- 
твор/суспензию. затем масляный раствор/эмульсию (например, на основе кукурузного масла), и потом 
возможные растворы в прочих растворителях. Для любых растворителей, кромо воды, должны быть из­
вестны их токсические характеристики. Необходимо определить стабильность тестируемого вещества.

4.3 Основное испытание
4.3.1 Количество и пол животных
Для приема каждой дозы вещества используются не менее 20 животных (10 самок и 10 самцов). 

Если запланировано промежуточное умерщвление, число подопытных животных должно быть увели­
чено на количество животных, которых предусматривается умертвить до завершения исследования. 
Основываясь на предварительных знаниях о химическом веществе или его ближайшем аналоге, сле­
дует предусмотреть включение дополнительной сопутствующей группы из десяти животных (по пять 
особей каждого пола) в контрольную группу и группу, получающую максимальную дозу, с целью наблю­
дения после периода введения вещества за обратимостью или устойчивостью токсического эффекта. 
Продолжительность такого периода после введения вещества определяется с учетом наблюдаемых 
эффектов.

4.3.2 Дозирование
При тестировании следует использовать не менее трех уровней доз вещества и осуществлять па­

раллельный контроль, за исключением случаев, когда проводятся испытания предельной дозы (см. 
пункт 4.3.3). Уровни доз могут быть основаны на данных исследований многократного применения ве­
щества или исследований по поиску/подбору/определению диапазона доз. учитывая все существующие 
токсикологические и токсикокинетические данные, имеющиеся по тестируемому веществу или его про-
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изводным. За исключением случаев ограничений, обусловленных физико-химическими свойствами или 
биологическим воздействием, максимальная доза должна подбираться с целью вызвать интоксикацию, 
а не смерть или жестокие страдания животного. Убывающая последовательность уровней дозы должны 
подбираться с намерением продемонстрировать реакцию на вводимую дозу и уровень отсутствия на­
блюдаемого вредного воздействия (NOAEL) при минимальной дозе. Часто двух -  четырехкратный ин­
тервал является оптимальным для установления снижения уровней дозы, а добавление четвертой 
тестируемой группы является предпочтительным при использовании очень больших интервалов 
(например, превышающий показатель в диапазоне 6—10) между дозировками.

Контрольная группа должна быть интактной или являться контрольной группой, получающей рас­
творитель, если он применяется для введения тестируемого вещества. Кроме введения тестируемого 
вещества с животными контрольной группы следует обращаться также, как и с группами подопытных жи­
вотных. В случае использования растворителя, контрольная группа должна получать растворитель в 
максимальном объеме. Если испытываемое вещество вводится с пищей и обусловливает сокращение 
принимаемой пищи, то тогда ведение контрольной группы животных, получающих одинаковое питание, 
может быть полезно для выявления различий в уменьшении принимаемой пищи в результате изменения 
вкусовых качеств или токсикологических изменений в модели испытаний.

Следует учитывать следующие свойства растворителя и прочих добавок, таких как: влияние на 
всасывание, распределение, метаболизм или накопление тестируемого вещества; воздействие на хи­
мические свойства тестируемого вещества, которое может изменить его токсичные свойства, и влияние 
на потребление пищи или воды, или пищевой статус животных.

4.3.3 Испытание предельной дозы
Если испытание одной дозы, эквивалентной не менее чем 1000 мг/кг массы тела животных/сутки. с 

применением процедур, описанных в настоящем исследовании, не приводит к наблюдаемому неблаго­
приятному воздействию, и если токсичность не предполагается, исходя из данных о структурно ро­
дственных веществах, в этом случае проведение полного исследования с использованием трех уровней 
дозы может быть необязательным. Испытание предельной дозы применимо за исключением тех случа­
ев. когда воздействие на организм человека указывает на необходимость применения более высоких 
доз вещества.

4.3.4 Введение доз вещества
Животным вводятся дозы тестируемого вещества ежедневно семь дней в неделю в течение 

90 дней. Использование любого другого режима введения вещества требует обоснования. При введе­
нии тестируемого вещества через принудительное кормление, вещество следует вводить животным в 
однократной дозе, используя желудочный зонд или подходящий интубационный катетер. Максимальный 
объем жидкости, который может быть введен за один раз, зависит от размера подопытного животного. 
Этот объем не должен превышать 1 мл/100 г массы тела, за исключением случаев с водными раствора­
ми, когда может использоваться объем из расчета 2 мл/100 г массы тела. Кроме вызывающих раздраже­
ние или разъедающих веществ, которые в обычных условиях будут проявлять усугубляющее действие 
при повышенных концентрациях, вариабельность испытательного объема следует сводить к минимуму, 
корректируя концентрацию вещества для обеспечения постоянного объема при всех уровнях доз.

Для веществ, вводимых с пищей или питьевой водой, важно обеспечить, чтобы применяемое коли­
чество тестируемого вещества не нарушало обычного питания или водного баланса. При введении тес­
тируемого вещества с пищей может использоваться постоянная концентрация (ppm) или постоянный 
уровень дозы в пересчете на массу тела животного; при использовании альтернативного варианта он 
должен быть подробно описан. Для вещества, вводимого через желудочный зонд, дозу следует вводить 
ежедневно в одно и то же время, корректируя ее по мере необходимости для поддержания постоянного 
уровня дозы в пересчете на массу тела. В случае, когда 90-дневное исследование является предвари­
тельным перед долгосрочным исследованием хронической токсичности, в обоих исследованиях должен 
использоваться аналогичный пищевой рацион.

4.4 Результаты наблюдений
Период наблюдений должен составлять не менее 90 дней. Животные в сопутствующей группе, 

предназначенные для последующего наблюдения, должны содержаться в течение соответствующего 
периода без введения тестируемого вещества с целью выявления устойчивости токсического воздей­
ствия или восстановления от токсического воздействия.

Общие клинические наблюдения должны проводиться не реже одного раза в день, желательно в 
одно и то же время ежедневно, с учетом пикового периода предполагаемого воздействия после введе-
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ния дозы вещества. Клиническое состояние животных должно фиксироваться документально. Не реже 
двух раз в сутки, обычно утром и вечером, все животные проверяются на признаки клинических проявле­
ний заболевания и летальность.

По крайней мере, один раз до первого воздействия (для внутригрупповых сравнений), и один раз 
спустя неделю после него, должны проводиться подробные клинические наблюдения всех животных. 
Такие наблюдения следует проводить вне жилой клетки, желательно в стандартной обстановке, и каж­
дый раз в одно и то же время. Результаты наблюдений должны быть тщательно задокументированы, же­
лательно с использованием системы бальных оценок, четко определенной лабораторией, проводящей 
тестирование. Должны быть приняты меры, обеспечивающие минимальные отклонения в условиях на­
блюдений. Отмеченные признаки должны включать, но не ограничиваться, изменениями кожи, меха, 
глаз, слизистых оболочек, наличием выделений или экскреции и автономной деятельности (например, 
слезотечение, пилоаррекция. изменения размера зрачков, необычная дыхательная деятельность). 
Изменения походки, положения тела и реакции на обращение, а также наличие клонических или тони­
ческих движений, стереотипное (например, избыточная чистка шерсти, повторяющееся движение по 
кругу) или необычное поведение (например, нанесение себе увечий, хождение, пятясь задом) также 
должны документироваться [6].

Офтальмологическое исследование с использованием офтальмоскопа или другого подходящего 
оборудования следует проводить до введения тестируемого вещества и после прекращения экспери­
мента. желательно у всех животных, или. по крайней мере, в группах, в которых животным вводятся вы­
сокие дозы вещества, и в контрольных группах. При выявлении изменений глаз должны быть 
исследованы все животные.

В конце периода воздействия, но, в любом случав, не ранее, чем на 11 неделе, должна проводить­
ся оценка сенсорной реактивности на различные раздражители [6J (например, слуховые, визуальные и 
проприоцептивные раздражители) [7]. [8]. [9]. оценка силы схвата [10) и двигательной активности [11]. 
Дальнейшее описание применимой методики дается в соответствующем списке литературы. Тем не ме­
нее. возможным является использование альтернативной методики, описываемой в приводимых 
ссылках.

Функциональные наблюдения, проводимые в конце исследований, могут не проводиться в случае, 
если данные функциональных наблюдений доступны из других источников, а ежедневные клинические 
наблюдения не выявили никаких функциональных нарушений.

В порядке исключения, функциональные наблюдения могут также не проводиться для групп, в ко­
торых иным образом проявились признаки токсичности в той степени, в которой они могли бы сущес­
твенно воспрепятствовать проведению функциональных наблюдений.

4.4.1 Масса тела и потребление пищи/воды
Все животные подлежат взвешиванию не реже одного раза в неделю. Замеры потребляемой пищи 

должны проводиться не реже одного раза в неделю. Если тестируемое вещество вводится с питьевой 
водой, замеры потребления воды должны также проводиться не реже одного раза в неделю. Потребле­
ние воды может также учитываться при исследованиях с введением вещества с пищей или через прину­
дительное питание, во время которых может быть изменена интенсивность питья.

4.4.2 Гематология и клиническая биохимия
Забор образцов крови должен производиться в вышеупомянутом месте проведения исследования 

и храниться, в случае необходимости, при соответствующих условиях. В конце периода испытаний за­
бор образцов производится непосредственно перед или в ходе процедуры умерщвления животных.

Следующие гематологические исследования должны проводиться в конце периода испытаний и во 
время забора промежуточных образцов крови: определение гематокрита. концентрации гемоглобина, 
количества эритроцитов, общего количества лейкоцитов и лейкоцитарной формулы, подсчет числа 
тромбоцитов и определение времени свертываемости /способности свертывания крови.

Клинические биохимические исследования для выявления обширного токсического воздействия в 
тканях и, особенно, воздействие на почки и печень, проводятся на образцах крови, полученных от каж­
дого животного, непосредственно перед или в ходе процедуры умерщвления животных (за исключением 
животных, обнаруженных в состоянии агонии и/или промежуточно умерщвленных). Аналогично гемато­
логическим исследованиям может проводиться промежуточный забор образцов для клинических биохи­
мических анализов. Рекомендуется брать образцы крови животных утром натощак [2]. При анализе 
плазмы или сыворотки крови необходимо определять содержание натрия, калия, глюкозы, общее со­
держание холестерина, мочевины, азота в составе мочевины крови, креатинина, общего белка и уровня

4



ГОСТ 32637—2014

альбумина, и более двух ферментов, указывающих на гепатоцоллюляриые эффекты (таких, как ала- 
нин-аминотрансфераза. аспартат-аминотрансфераза. щелочная фосфатаза, гамма-глутамилтранслел- 
тидаза и сорбитолдегидрогеназа). Анализ может также включать определение дополнительных 
ферментов (гепатического или прочего происхождения) и желчных кислот, которые могут дать полезную 
информацию при определенных обстоятельствах.

Дополнительно в течение последней недели исследований можно провести общий анализ мочи, 
используя собранный объем мочи за фиксированный промежуток времени, для определения следую­
щих характеристик: внешний вид. объем, осмоляльность. удельный вес, уровень кислотности, содержа­
ние простого белка, глюкозы и крови/эритроцитов.

Кроме того, следует учитывать возможность проведения исследований для выявления сывороточ­
ных маркеров общего повреждения тканей. Другие исследования, которые следует проводить, если из­
вестные свойства тестируемого вещества могут, или предполагается, что могут воздействовать на 
связанные особенности обмена веществ, включают анализ на кальций, фосфор, триглицериды нато­
щак. специфические гормоны, метгемоглобин и холинэстеразу. Эти анализы должны проводиться для 
определенных классов веществ или в зависимости от конкретного случая.

В целом, необходимо использовать гибкий подход, в зависимости от биологического вида и наблю­
даемого и/или ожидаемого воздействия вещества.

Если исходных данных за прошлые периоды недостаточно, следует рассмотреть необходимость 
анализа переменных гематологического исследования или клинической биохимии до начала введения 
препарата; как правило, не рекомендуется, чтобы эти данные формировались до начала воздействия 
вещества [12).

4.5 Патология
4.5.1 Общая аутопсия
Все животные, участвовавшие в исследовании, подлежат полной детальной общей аутопсии, кото­

рая включает тщательное исследование внешней поверхности тела, всех отверстий, внутричерепной, 
грудной и брюшной полостей и их содержимого. Печень, почки, надпочечники, яички, эпидидимис, матка, 
яичники, вилочковая железа, селезенка, мозг и сердце всех животных (за исключением животных, обна­
руженных в состоянии агонии и/или промежуточно умерщвленных) должны быть отделены от всех при­
легающих тканей, в зависимости от конкретного случая, и взвешены во влажном состоянии сразу же 
после вскрытия для того, чтобы избежать высыхания.

Следующие ткани должны сохраняться в наиболее оптимальной фиксирующей среде как для ана­
лиза тканевых культур, так и для предполагаемого последующего гистопатологического исследования, 
общее макроскопическое поражение, мозг (типичные области, включая головной мозг, мозжечок, мозго­
вое вещество/варолиев мозг), спинной мозг (на трех уровнях: затылочный, средне-грудной и пояснич­
ный), гипофиз, щитовидная железа, околощитовидная железа, вилочковая железа, пищевод, слюнные 
железы, желудок, тонкая и толстая кишка (включая пейеровы бляшки), печень, поджелудочная железа, 
почки, надпочечники, селезенка, сердце, трахея и легкие (сохраненные путем наполнения фиксатором и 
последующим погружением в него), аорта, гонады, матка, добавочные половые железы, молочные же­
лезы самок, предстательная железа, мочевой пузырь, желчный пузырь (мышь), лимфатические узлы 
(желательно один лимфатический узел, охватывающий путь введения вещества, и еще один — удален­
ный от пути введения, охватывающий системное действие вещества), периферический нерв (седалищ­
ный или большеберцовый), желательно в непосредственной близости от мышцы, срез костного мозга 
(и/или свежий пунктат костного мозга), кожа и глаза (если в ходе офтальмологического исследования 
были выявлены какие-либо изменения). Клинические и прочие данные могут обусловить необходимость 
исследования дополнительных тканей. Кроме того, должны быть сохранены все органы, которые 
считаются вероятными поражаемыми органами исходя из известных свойств тестируемого вещества.

4.5.2 Гистопатология
Следует провести полное гистопатологическое исследование сохраненных органов и тканей всех 

животных в контрольной группе и группе, получавшей максимальную дозу. Эти исследования должны 
распространяться на животных всех прочих групп дозировки вещества, если связанные с проводимым 
введением вещества изменения наблюдаются в группе, получающей высокую дозу.

Исследованию подлежат все макроскопические повреждения.
Если используется сопутствующая группа животных, гистопатологическое исследование должно 

проводиться на тканях и органах, воздействие на которые было выявлено в исследуемых группах.
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5 Данные исследований и отчет

5.1 Данные исследований
Необходимо предоставлять индивидуальные данные. Кроме того, все данные должны быть пред­

ставлены в табличной форме с указанием количества животных в каждой экспериментальной группе на 
дату начала исследований, количества животных, умерших во время проведения исследования или 
умерщвленных по причине гуманности, и времени смерти или умерщвления, количества проявления 
признаков токсичности, описания наблюдавшихся признаков токсичности, включая время начала прояв­
ления. продолжительности и серьезности всех признаков токсичности, количества животных, у которых 
проявились поражения, типа поражения, и процентного соотношения животных, у которых проявились 
поражения каждого типа.

Где это применимо, численные результаты должны оцениваться в соответствии с подходящими и 
общепринятыми статистическими методами. Статистические методы и данные для анализа должны 
определяться на стадии планирования исследования.

5.2 Отчет по результатам исследования
Отчет по результатам исследования должен включать следующую информацию:
Исследуемое вещество:
- физическая природа, чистота и физико-химические свойства;
- идентификационные данные.
Растворитель (в соответствующем случае):
- обоснование выбора растворителя, кроме воды.
Подопытные животные:
- используемый биологический вид и порода;
- количество, возраст и пол животных;
- источник, условия содержания, кормления и т. д.;
- индивидуальная масса животных в начале исследования.
Условия проведения исследований:
- обоснование выбора уровня доз вещества;
- подробный состав тестируемого вещества/режим приема вещества, полученная концентрация, 

устойчивость и однородность вещества;
- подробная информация о введении тестируемого вещества;
- фактические дозы (мг/кг массы тела/сутки) и коэффициент пересчета концентрации тестируемо­

го вещества, вводимого с лищей/питьевой водой (мг/л), в фактическую дозу, в соответствующих случаях;
- подробная информация о качестве пищи и воды.
Результаты:
- масса тела и изменения массы тела;
- потребление пищи и потребление воды, в соответствующих случаях;
- данные о токсическом действии в разбивке по полу и уровню дозы, включая проявления влияния 

токсичности;
- характер, серьезность и продолжительность клинических проявлений (обратимых или необрати­

мых);
- результаты офтальмологических исследований:
- сенсорная активность, сила схвата и оценка двигательной деятельности (по мере доступности);
- гематологические исследования с соответствующими исходными показателями;
- клинические биохимические исследования с соответствующими исходными показателями;
- конечная масса тела, масса органов и соотношение массы органов/тела;
- результаты аутопсии;
- подробное описание результатов гистопатологических исследований;
- данные поглощения (если имеются);
- статистическая обработка результатов, в соответствующих случаях.
Обсуждение результатов.
Выводы.
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