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Šajā standartā ir aprakstīti izmēģinājumi, ko veic, lai novērtētu augu aizsardzības līdzekļu izraisīto blakusietekmi uz medus bitēm. 
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Ievads
Ir svarīgi, lai augu aizsardzības līdzekļus būtu atļauts lietot tikai tādos veidos, kas nevar radīt nevēlamu risku medus bitēm vai apdraudēt tās. Šajā nolūkā var būt nepieciešams sniegt zinātniskus datus reģistrācijas procesa laikā, lai būtu iespējams novērtēt attiecīgā preparāta drošību. Šajā standartā ir sniegti vairāki dažādu pārbaužu veidi (laboratoriskās pārbaudes, sprosta/tuneļa pārbaudes un lauka izmēģinājumi), kurus var izmantot, lai iegūtu šādus zinātniskus datus. Taču dažas citas pārbaudes, kuras arī reizēm lieto, piemēram, inhalācijas pārbaudes un ilgstoša kontakta pārbaudes, nav aprakstītas.
Par šādu metožu aprakstu, kas pamatots ar “Ieteikumiem par to, kā saskaņojamas metodes, kuras tiek izmantotas, lai pārbaudītu, vai pesticīdi apdraud medus bites” [Recommendations for harmonization of methods for testing hazards of pesticides to honeybees], lemts Augu un bišu mijiedarbības starptautiskās komisijas [International Commission for Plant Bee Relationships (ICPBR)] simpozijā par to, kā saskaņojamas metodes, kuras tiek izmantotas, pārbaudot pesticīdu toksicitāti attiecībā uz bitēm, un kurš notika Vageningenā [Wageningen], Nīderlandē (1980), Hokenheimā [Hohenheim], Vācijā (1982), Harpendenā [Harpenden], Apvienotajā Karalistē (1985), Rezā [Rez], Čehijā (1990), Vageningenā, Nīderlandē (1993), Braunšveigā [Braunschweig], Vācijā (1996), un Aviņonā [Avignon], Francijā (1999).
Laboratoriskās pārbaudēs pārbauda augu aizsardzības līdzekļu perorālo toksicitāti un kontakta toksicitāti. Bišu lidošanas laikā veic daļēja lauka sprosta pārbaudes un pilna lauka izmēģinājumus, lai pētītu preparāta iedarbību saistībā ar tā lietošanu. Tuneļa pārbaudi var izmantot, lai pētītu noteiktu apdraudējumu attiecībā uz medus bitēm, ko nav iespējams noteikt lauka izmēģinājumos, piemēram, apdraudējumu, kas var rasties, bitēm barojoties ar laputu izdalīto medusrasu. Laboratoriskās pārbaudes veic ar atsevišķām bitēm vai bišu grupām, toties daļējas lauka un lauka pārbaudes veic ar bišu kolonijām attiecīgajos kultūraugos.
Atzīstot, ka neviena atsevišķā pārbaudes metode nevar sniegt pietiekamu informāciju, lai klasificētu augu aizsardzības līdzekļu izraisīto blakusietekmi uz medus bitēm, ir svarīgi uzsvērt arī to, ka nav obligāta prasība veikt visas šīs pārbaudes. Tā kā lauka izmēģinājumi ir darbietilpīgi un dārgi, ir pietiekami veikt laboratoriskās pārbaudes vai daļējas lauka pārbaudes, pēc kurām daudzus preparātus var klasificēt par pilnīgi nekaitīgiem vai kaitīgiem, neizmantojot lauka izmēģinājumus. Lēmumi par to, kādas pārbaudes veikt, un par to, vai secīgi veikt nākamo pārbaudi, ir atkarīgi no augu aizsardzības līdzekļa īpašībām, tā lietošanas veida un no jau veiktajām pārbaudēm. Šos lēmumus var pieņemt, pamatojoties uz loģiski veidotu secīgu lēmumu pieņemšanas shēmu (Oomen, 1986). Apvienotā EAAO/Eiropas apakškomisijas Augu aizsardzības līdzekļu padome [Council of Europe Panel on Environmental Risk Assessment of Plant Protection Products] vides riska novērtējumam ir izstrādājusi šādas shēmas, iekļaujot arī shēmu attiecībā uz medus bitēm (OEPP/EPPO, 1993).  
Laboratoriskās pārbaudes
1. Izmēģinājuma apstākļi
1.1. Izmēģinājuma princips
Pārbaudāmo savienojumu perorālo un kontakta toksicitāti pieaugušām darba medus bitēm novērtē laboratorijā. Bites tiek pakļautas dažādām savienojuma devām, izmantojot šo savienojumu bišu barošanā vai kontakta apstrādē. Lai noteiktu regresijas līniju un LD50, izmanto iegūtos mirstības datus.
1.2. Izmēģinājuma apstākļi
Bites tiek turētas sprostos, kas ir labi ventilējami un viegli tīrāmi. Nav ieteicams izmantot plastmasas sprostus, ja vien tos neizmanto atkārtoti, jo ir iespējama kontaminācija. Jāizvairās no atkārtotas koka sprostu izmantošanas, ja vien tie nav ļoti labi iztīrīti un sterilizēti. Sprostiem nevajadzētu izraisīt kontrolparauga mirstību. Bites pēc apstrādes jātur 25 ± 2°C temperatūrā. Pārbaudes laikā jāreģistrē relatīvais mitrums.
Visā izmēģinājuma laikā, izņemot brīdi, kad tiek veikta novērtēšana, bites jātur tumsā.
1.3. Bišu sagatavošana
Ieteicams izmantot vienādas, jaunas, pieaugušas darba bites. Bitēm jābūt pienācīgi barotām un no kolonijas, kura ir vesela un kurā ir bišu māte. Ja nepieciešams, jānosaka, kad veikta pēdējā apstrāde varrozes ierobežošanai, un reģistrētais grafiks. Apstrādei jābūt pabeigtai vismaz četras nedēļas pirms izmēģinājuma sākuma. Bites jāsavāc standartizētā veidā. 
Jāizvairās tās savākt agrā pavasarī vai vēlā rudenī.
 Piemērota ir bišu savākšana no rāmjiem, kuros nav peru, vai no skrejas pie ieejas stropā. Bites var audzēt arī inkubatorā, barojot ar svaigiem vai labi uzglabātiem ziedputekšņiem un saharozes šķīdumu. Pārskatā jānorāda izmantotā savākšanas metode, bišu vecums un to pasuga (ja zināma), kā arī izmēģinājuma laiks.
Lai pārbaudītu kontakta toksicitāti, bites var anestezēt ar oglekļa dioksīdu. Izlietotais daudzums un apstrādes laiks jāierobežo līdz minimumam, taču jābūt nodrošinātai pilnīgai anestēzijai. Apstrāde nedrīkst pazemināt bišu sprosta un pašu bišu temperatūru.
1.4. Izmēģinājuma plānošana
Apstrādes: veic vai nu ar formulētiem preparātiem vai darbīgajām vielām. Lai pārbaudītu rezultātu atbilstību, jābūt iekļautai arī kontrolparauga apstrādei ar dozējamu saistvielu, kā arī attiecīgajam toksiskajam standartam (piemēram, parationam, dimetoātam; Gough et al., 1994).
Pārbaudāmās vienības: ar noteikto devu bites jāapstrādā atsevišķi vai arī grupās vismaz pa desmit. Tās nedrīkst norobežot atsevišķi ilgāk par stundu.
Atkārtojumu skaits:  katras koncentrācijas pārbaudei – vismaz trīs grupas, kur katrā ir desmit bites. Iedarbīguma robežas pārbaudei grupu skaitu var palielināt līdz piecām.
Koncentrācijas: jāizmanto piemērota koncentrāciju virkne un skaits, lai nodrošinātu datus regresijas līnijas un LD50 iegūšanai.
2. Izmēģinājuma variantu raksturojums
2.1. Perorālās toksicitātes pārbaude
2.1.1. Pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i)
Formulēto preparātu vai darbīgo vielu lieto saharozes šķīduma veidā, kura beigu koncentrācija atbilst 200 - 500 g/l. Ja iespējams, formulētos preparātus izšķīdina vai disperģē, neizmantojot papildu šķīdinātājus.

2.1.2. Preparāta lietošanas veids
Bitēm jābūt izsalkušām ne ilgāk par divām stundām līdz pārbaudei. Pārbaudāmais šķīdums, kura deva atbilst 10 vai 20 mikrolitriem uz vienu biti, jāpievada, izmantojot vienreiz lietojamus barošanas mehānismus.  Ja tiek barota grupa, bites kopīgi lieto pārbaudāmo šķīdumu un tādējādi saņem līdzīgas devas. Lai izvairītos no bada izraisītas bišu mirstības, jāievēro maksimālais barošanas laika ilgums (t. i.,  4 - 6 stundas).
Ja šā perioda beigās ievadāmā deva vēl nav izlietota, jānosaka tās lielums. Tas ļauj konkretizēt devu, kuru saņēmušas bites, lai varētu veikt precīzākus LD50 aprēķinus, un sniedz informāciju par bišu nepatiku/repelenci.
Ja pārbaudes periods ilgst vairāk nekā 48 stundas, jābūt pieejamam svaigam saharozes šķīdumam pēc tam, kad deva ir izlietota, un tas katru dienu jānomaina.
2.2. Kontakta toksicitātes pārbaude
2.2.1. Pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i)
Ja iespējams, darbīgā viela jāšķīdina acetonā. Citi šķīdinātāji jālieto tikai tad, ja darbīgā viela acetonā nešķīst. Ir jābūt pierādītam, ka šie šķīdumi bitēm ir nekaitīgi. Formulētā izejviela jālieto ūdens dispersijas veidā, izmantojot, ja nepieciešams, attiecīgu mitrinošu līdzekli.
2.2.2. Apstrādes veids
Anestezētās bites jāapstrādā atsevišķi, tieši uz bites ķermeņa. Katras bites krūškurvis jāapstrādā ar noteiktu preparāta daudzumu. Pēc apstrādes bitēm jābūt pieejamam svaigam saharozes šķīdumam, tas katru dienu jāpārbauda (ja nepieciešams, to papildina no jauna).
3. Novērtēšanas veids
Apstrādātās bites jānogādā atpakaļ sprostos. Jāskaita mirušo vai slimo bišu daudzums 24 stundu garos intervālos līdz 48 stundām vai ilgākā laika posmā, ja mirstība joprojām pieaug.
4. Rezultāti
Pārbaudes jāatkārto, ja kontrolparauga mirstība pārsniedz 15%.
Mirstība jāaprēķina pēc tam, kad tiek veiktas korekcijas attiecībā uz mirstību kontrolparaugā. Rezultātu analīzei un vidējās letālās devas (LD50) aprēķināšanai, kas izteikta darbīgās vielas mikrogramos uz vienu biti, jāizmanto atbilstošas statistiskas metodes.
Pārbaudes sprostos 
Pārbaudes sprostos var arī modificēt, lai veiktu specifiskas pārbaudes ar medus bitēm, piemēram, attiecībā uz repelenci vai, lai noteiktu augu aizsardzības līdzekļu izraisīto apdraudējumu medus bitēm, kas barojas ar medus rasu, ko izdala laputis. Šādos gadījumos pārbaudi sprostos var pārveidot par lauka tuneļa pārbaudi, izmantojot attiecīgus kultūraugus, piemēram, graudaugus. Var pārbaudīt arī, kāds ir graudu apstrādei lietoto preparātu - kodņu iespējamais sistēmiskais kaitīgums.
1. Izmēģinājuma apstākļi
1.1. Izmēģinājuma princips
Bites no nelielām kolonijām, kas izvietotas norobežotās lauka daļās - sprostos, ir spiestas meklēt barību ziedošos graudaugos. Pārbaudāmos preparātus un toksisko standartu, kas izraisa augstas pakāpes apdraudējumu bitēm, bišu izlidošanas laikā izsmidzina atsevišķos sprostos, toties citus sprostus atstāj kā neapstrādātus kontrolparaugus. Toksisko standartu lieto, lai apstiprinātu to, ka bites ir pakļautas riskam. Ja izmēģinājuma apstākļi nepieļauj toksiskā standarta lietošanu, tad tam, ka bites tiek pakļautas iedarbībai, jābūt uzskatāmi parādītam.  Apstrādes iedarbību uz bitēm novērtē tieši pirms preparāta lietošanas un vairākas reizes pēc tās.
1.2. Izmēģinājuma apstākļi
Jāizmanto sprosti, kuru minimālā platība ir 40 m2. Skrīninga nolūkā un vienkāršu problēmu, piemēram, īslaicīgas mirstības, pētīšanai var izmantot vismaz 3 x 4 m2  lielus sprostus. Sprosta acu maksimālajam lielumam jābūt  3 mm.
Ieteicams izmantot piemērotus pārbaudāmos kultūraugus – Borago, Brassica, Phacelia, Sinapis ģinšu un citus ziedaugus, kas pievilina bites un uz kuriem preparātam ir pieteikts lietojums.

Uz attiecīgās graudaugu kultūras, kur imitēta laputu izdalītā medus rasa, piemēram, kviešiem, saharozes šķīdumu izsmidzina tā, lai panāktu pietiekamu pievilināšanu.
Attiecībā uz tuneļa pārbaudi piemēroti ir Shires et al. (1984) aprakstītie izmēģinājuma apstākļi un metodes.
1.3. Bišu sagatavošana
Katrā sprostā jāievieto viena neliela kolonija, kura ir vesela un kurā ir bišu māte, un kas iegūta no vismaz trīs pilniem rāmjiem vai kolonijas kodola.
Izmēģinājuma laikā var būt vajadzīga koloniju barošana; tās jānodrošina arī ar ūdeni.
1.4. Izmēģinājuma plānošana
Izmēģinājuma varianti: pārbaudāmie(-ais) preparāti(-s), toksiskais standarts, kuram jābūt tādam(-iem), kas izraisa augstas pakāpes apdraudējumu bitēm (piemēram, parations, dimetoāts); kontrolparaugs, ko neapstrādā ar augu aizsardzības līdzekli. Ar ūdeni kontrolparaugu var gan apsmidzināt, gan neapsmidzināt.
Pārbaudāmās vienības: sprosti, kuros katrā ir viena bišu kolonija.
Atkārtojumu skaits:  pietiekams, lai būtu iespējams veikt atbilstīgu statistisko analīzi un riska novērtējumu.
2. Apstrāžu veikšana 
2.1. Pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i)
Jāizmanto tikai formulētie preparāti.
2.2. Preparāta apstrādes veids
Apstrādē izmantojamie preparāti jālieto pa dienu, kad bites visaktīvāk meklē barību. Jāizvairās apsmidzināt sprosta sienas.
Jāreģistrē barību meklējošo bišu skaits uz vienu m2 un novērtēšanas veids.
2.3. Devas
Parasti jālieto vislielākā preparāta deva, kādu paredzēts izmantot ziedošiem kultūraugiem; ja ir nepieciešams, var pārbaudīt arī lielākas devas.
3. Novērtēšanas veids
Pirmsapstrādes novērtējumiem jābūt pietiekamā daudzumā, lai uzskatāmi parādītu stabilu fona mirstību un lai parādītu, ka bites ir aklimatizējušās pārbaudāmajos apstākļos un aktīvi meklē barību uz kultūraugiem. Novērtējumi jāveic tieši pirms apstrādes un noteiktos intervālos pēc tās, - ieteicams tajā pašā dienā un pēc 1, 2, 4 un 7 dienām. Jāreģistrē barības meklēšanas aktivitāte un bišu uzvedība uz kultūraugiem un stropa apkaimē. Jāsaskaita mirušās bites beigto bišu uztvērējā un tās, kas mirst pārējā sprostā daļā. Jāreģistrē temperatūra un mitrums. Jāveic pārējie novērtējumi, piemēram, ietekme uz periem, atbilstoši pārbaudāmā preparāta veidam.
4. Rezultāti
Pārbaudes jāatkārto, ja mirstība kontrolparaugā, salīdzinot ar toksisko standartu, ir ievērojama un arī tad, ja mirstība, apstrādājot ar toksisko standartu, ir zema.
Vienmēr jāsniedz informācija par mirstības datiem un jebkuriem citiem datiem, kas attiecas uz pārbaudāmā preparāta īpašībām.
Jābūt pieejamiem sākotnējiem (izejas) datiem. Parasti izmanto statistisko analīzi ar piemērotām metodēm, kuras jānorāda. Ja statistisko analīzi neizmanto, tas jāpamato.  
Lauka izmēģinājumi
1. Izmēģinājuma apstākļi
1.1. Izmēģinājuma princips
Bišu kolonijas novieto lielos izmēģinājumam paredzētos ziedošu kultūraugu laukos vai to malās. 
Laukus izvēlas tā, lai bites galvenokārt pievilinātu ziedošajam laukam, kurā novietots to strops. Izmēģinājuma laukiem jābūt labi nodalītiem. Apstrādi veic nodalītos izmēģinājumu laukos bišu lidošanas laikā. Salīdzinājumam var pārbaudīt etalonpreparātus, kas attiecībā uz bitēm izraisa zemas vai augstas pakāpes apdraudējumu. Ja etalonpreparāts (kā toksisks standarts) nav iekļauts, tad medus bišu apstrādei jābūt uzskatāmi parādītai, t. i., ar zinātniskiem datiem, kuru pamatā ir barību meklējošu bišu novērtēšana pirms un pēc apstrādes. Šajā saistībā noderīga var būt bišu marķēšana uz lauka un informācija par ziedputekšņu ievākšanu, ko veic bites. 
Lai novērtētu iespējamo ietekmi uz bitēm, novērtējumus veic tieši pirms apstrādes un vairākas reizes pēc tās.
1.2. Kultūrauga izvēle
Pārbaudes veic uz kultūraugiem, kuru apstrādei pārbaudāmais preparāts ir paredzēts.  Ja tas nav iespējams, tad kā pārbaudāmais augs jāizmanto rapsis, sinepes, facēlija vai jebkurš kultūraugs, kas pievilina bites. Jebkurā gadījumā kultūraugam jābūt pilnos ziedos.
1.3. Izmēģinājuma apstākļi
Bišu kolonijas novieto ziedošā kultūrauga laukā, ko paredzēts apsmidzināt, vai tā malās. Lai nodrošinātu to, ka apstrādes dienā bites galvenokārt barojas pārbaudāmajā lauciņā, kolonijas novieto attiecīgajā vietā tikai dažas dienas pirms izmēģinājuma, jo bites cenšas baroties platībās,  kuras atrodas tieši blakus to stropiem. 
1.4. Bišu sagatavošana
Ieteicams izmantot kolonijas, kuras ir veselas, labi barotas un kurās ir bišu māte, kā arī kurās atbilstoši gadalaikam ir vismaz  10 - 15 tūkstoši bišu. Katrai kolonijai jāaptver vismaz 10 - 12 rāmji, tostarp vismaz 5 - 6 rāmji ar periem. Ja koloniju lielums atšķiras, jānodrošina atbilstīga izkliede.
1.5. Izmēģinājuma plānošana un iekārtošana
Izmēģināju varianti: pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i), etalonpreparāts(-i) (ja tiek iekļauti) un neapstrādātais kontrolparaugs vai ar ūdeni apsmidzinātais kontrolparaugs. 
Lauciņa platība (novērojamā): vismaz 1 500 m2. Pilnvērtīgām bišu kolonijām vajadzīgas lielākas platības. Lauciņiem jābūt labi nodalītiem, lai izvairītos no tā, ka bites barojas neīstajā lauciņā. Lauciņi nedrīkst atrasties tuvu citiem ziedošiem kultūraugiem, kas pievilina bites. Attālums starp lauciņiem ir jāreģistrē.
Atkārtojumi:  lai gan tas ir ļoti vēlams, atkārtojumus ir problemātiski veikt, saistībā ar prasību nodalīt lauciņus. Vienam izmēģinājuma variantam jāizmanto vismaz trīs kolonijas.
2. Izmēģinājuma variantu raksturojums
2.1. Pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i)
Jāizmanto tikai formulētie preparāti.
2.2. Etalonpreparāts(-i)
Etalonpreparātam(-iem), ja tas/ tie tiek iekļauts(-i), jābūt reģistrētam(-iem) lietošanai tāpat kā izmantošanai paredzētajam pārbaudāmajam preparātam.
2.3. Preparāta apstrādes veids
Apstrāde ar preparātu jāveic pa dienu, kad novērojama visaktīvākā bišu barošanās uz pārbaudāmā kultūrauga. Apstrādēm jānotiek vienlaicīgi, t. i., iekļaujoties divu stundu laikā. Preparāts jālieto saskaņā ar ieteikumiem, kas noteikti paredzētajai lietošanai. Jāreģistrē bišu skaits, kas barojas uz vienu m2 , un tā novērtēšanas veids.
2.4. Devas
Parasti jālieto vislielākā preparāta deva, kura ieteikta praktiskai lietošanai uz lauka. Lietojamā preparāta tilpumam un sprauslas veidam jāatbilst ieteiktajam, un par to jāziņo pārskatā.
3.
Novērtēšanas veids un reģistrēšana
3.1. Meteoroloģiskie dati
Visā izmēģinājuma laikā jāreģistrē temperatūra un mitrums. Jāreģistrē arī dati par nokrišņiem un saulesgaismu vai mākoņu segas biezumu. 
3.2. Novērtēšanas veids, laiks un biežums
3.2.1. Veids
Jānovērtē vai jānosaka šādi parametri: bišu skaits, kas meklē barību uz attiecīgā kultūrauga, bišu uzvedība uz kultūrauga un stropu apkaimē, bišu mirstība (izmantojot beigto bišu uztvērēju).
Ir vēlams novērtēt arī ievāktos ziedputekšņus (izmantojot ziedputekšņu uztvērējus), kā arī ziedputekšņus ievāktajā medū. Īpašās situācijās var būt nepieciešams novērtēt bišu skaitu rāmjos, peru stāvokli rāmjos, kā arī izpētīt atliekvielas mirušajās bitēs, ziedputekšņos, vaskā un medū. Peru stāvoklis vienmēr jānovērtē pārbaudes sākumā un pārbaudes beigās.
3.2.2. Laiks un biežums
Novērtējums pirms apstrādes: jāveic vismaz divreiz, no tiem viens –  tieši pirms apstrādes vai vēlākais – dienu iepriekš.
Novērtējums pēc apstrādes: jāveic noteiktos intervālos, ieteicams tajā pašā dienā un pēc 1, 2, 4, 7, 14 un 28 dienām (tikai attiecībā uz periem) pēc apstrādes.
Visi novērtējumi jāveic aptuveni vienā un tajā pašā dienas laikā. Novērtēšanu var turpināt garākos intervālos, līdz pat trim mēnešiem pēc apstrādes.
4. Rezultāti
Izmēģinājums ir nederīgs un tas jāatkārto, ja, izmantojot etalonpreparātu vai veicot barošanās novērtējumus tieši pirms apstrādes, nevar pārliecinoši pierādīt, ka bites tikušas pakļautas apstrādei. Izmēģinājums ir jāatkārto arī tad, ja mirstība kontrolparaugā ir ievērojama (pārsniedz 15 %).
Pēc pieprasījuma jābūt pieejamiem sākotnējiem (izejas) datiem. Jābūt pieejamai informācijai par mirstības datiem un jebkuriem citiem datiem, kas attiecas uz pārbaudāmā preparāta īpašībām. Parasti izmanto statistisko analīzi ar piemērotām metodēm, kuras jānorāda. Ja statistisko analīzi neizmanto, tas jāpamato.  
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