
 II. rész JOGSZABÁLYOK

A Kor mány tag ja i nak
ren de le tei

Az egészségügyi miniszter, 
a környezetvédelmi és vízügyi miniszter, 

valamint a belügyminiszter
56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM

együttes rendelete

a veszélyes anyagok és a veszélyes készítmények
tulajdonságainak vizsgálati módszereirõl 

és a vizsgálatok eredményeinek értékelésérõl  szóló
54/2003. (IX. 1.) ESZCSM–KvVM–BM 

együttes rendelet módosításáról

A ké mi ai biz ton ság ról  szóló 2000. évi XXV. tör vény
34.  §-a (4) be kez dé sé nek c) pont já ban ka pott fel ha tal ma -
zás alap ján a kö vet ke zõ ket ren del jük el:

1.  §

A ve szé lyes anya gok és a ve szé lyes ké szít mé nyek
 tulajdonságainak vizs gá la ti mód sze re i rõl és a vizs gá la tok
ered mé nye i nek ér té ke lé sé rõl  szóló 54/2003. (IX. 1.)
ESZCSM–KvVM–BM együt tes ren de let (a továb biak ban: 
e.R.) mel lék le te a kö vet ke zõk sze rint mó do sul:

a) az „A” rész, Mód sze rek a fi zi kai tu laj don sá gok meg -
ha tá ro zá sá hoz az 1. szá mú mel lék let sze rin ti A.21. fe je zet -
tel egé szül ki;

b) a „B” rész, Mód sze rek a to xi ko ló gi ai tu laj don sá gok
meg ha tá ro zá sá hoz B.1. Akut to xi ci tás trisz (orá lis) – Akut
to xi ci tá si osz tály mód szer fe je zet he lyé be a 2. szá mú mel -
lék let szö veg e lép;

c) a „B” rész, Mód sze rek a to xi ko ló gi ai tu laj don sá gok
meg ha tá ro zá sá hoz B.1. Akut to xi ci tás bis (orá lis) – Fix dó -
zis mód szer fe je zet he lyé be a 3. szá mú mel lék let szö veg e
lép;

d) a „B” rész, Mód sze rek a to xi ko ló gi ai tu laj don sá gok
meg ha tá ro zá sá hoz B.4. Akut to xi ci tás (bõr ir ri tá ció) fe je -
zet he lyé be a 4. szá mú mel lék let szö veg e lép;

e) a „B” rész, Mód sze rek a to xi ko ló gi ai tu laj don sá gok
meg ha tá ro zá sá hoz B.5. Akut to xi ci tás (szem ir ri tá ció) fe je -
zet he lyé be az 5. szá mú mel lék let szö veg e lép;
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f) a „B” rész, Mód sze rek a to xi ko ló gi ai tu laj don sá gok
meg ha tá ro zá sá hoz B.31. Te ra to ge ni tá si vizs gá lat rág -
csálókon és nem-rág csá ló kon fe je zet he lyé be a 6. szá mú
mel lék let szö veg e lép;

g) a „B” rész, Mód sze rek a to xi ko ló gi ai tu laj don sá gok
meg ha tá ro zá sá hoz B.35. Két ge ne rá ci ós rep ro duk ci ós
 toxicitási vizs gá lat fe je zet he lyé be a 7. szá mú mel lék let
szö veg e lép;

h) a „B” rész, Mód sze rek a to xi ko ló gi ai tu laj don sá gok
meg ha tá ro zá sá hoz a 8. szá mú mel lék let sze rin ti B.42. és
B.43. fe je zet tel egé szül ki;

i) a „C” rész, Az öko to xi ci tás meg ha tá ro zá sá ra szol -
gáló mód sze rek a 9. szá mú mel lék let sze rin ti C.21–24.
 fejezetekkel egé szül ki.

2.  §

Az e.R. 2.  §-ának (2) be kez dé se he lyé be a kö vet ke zõ
ren del ke zés lép:

„(2) Ez a ren de let a ve szé lyes anya gok osz tá lyo zá sá ra,
cso ma go lá sá ra és cím ké zé sé re vo nat ko zó tör vényi, ren de -
le ti és köz igaz ga tá si ren del ke zé sek kö ze lí té sé rõl  szóló,
1967. jú ni us 27-i 67/548/EGK ta ná csi irány elv

– 84/449/EGK, 88/302/EGK, 92/69/EGK, 93/21/EGK,
96/54/EK, 98/73/EK, 2000/32/EK, 2000/33/EK,
2001/59/EK, 2004/73/EK irány el vek kel mó do sí tott –
V. mel lék le té nek való meg fe le lést szol gál ja.”

3.  §

(1) Ez a ren de let a ki hir de té sét kö ve tõ 8. na pon lép ha -
tály ba.

(2) Ez a ren de let a ve szé lyes anya gok osz tá lyo zá sá ra,
cso ma go lá sá ra és cím ké zé sé re vo nat ko zó tör vényi, ren de -
le ti és köz igaz ga tá si ren del ke zé sek kö ze lí té sé rõl  szóló
67/548/EGK ta ná csi irány elv nek a mû sza ki fej lõ dés hez
tör té nõ hu szon ki len ce dik hoz zá iga zí tá sá ról  szóló, 2004.
áp ri lis 29-i 2004/73/EK ta ná csi irány elv nek való meg fe le -
lést szol gál ja.

Dr. Rácz Jenõ s. k., Dr. Per sá nyi Mik lós s. k.,
egész ség ügyi mi nisz ter kör nye zet vé del mi és víz ügyi 

mi nisz ter

Dr. Lam perth Mó ni ka s. k.,
bel ügy mi nisz ter
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1. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

A.21. OXIDÁLÓ TULAJDONSÁGOK (FOLYADÉKOK)

1. MÓDSZER

1.1. Bevezetés

Ezzel a vizsgálati módszerrel egy folyékony anyag azon képességét mérhetjük, hogy milyen mértékben képes egy ég-
hetõ anyag égésének sebességét vagy intenzitását növelni, vagy olyan keveréket képezni egy éghetõ anyaggal, amely ön-
gyulladásra képes, ha a két anyagot alaposan összekeverik. A módszer az oxidáló folyadékok vizsgálatára szolgáló
ENSZ-módszeren (1) alapul, illetve egyenértékû azzal. Mivel azonban az A.21. módszer elsõsorban arra szolgál, hogy
kielégítse a 67/548 irányelv követelményeit, csak egyetlen referenciaanyaggal kell az összehasonlítást elvégezni. Más
referenciaanyagok vizsgálatára és összehasonlítására akkor lehet szükség, ha a vizsgálatok eredményeit várhatóan más
célokra használják fel1.

Nem kell elvégezni ezt a vizsgálatot, ha a szerkezeti képlet alapján kétségkívül megállapítható, hogy az anyag nem ké-
pes exoterm reakcióba lépni egy éghetõ anyaggal.

Hasznos, ha a vizsgálat elvégzése elõtt rendelkezünk elõzetes információkkal az anyag potenciális robbanásveszé-
lyességi tulajdonságairól.

Nem alkalmazható a vizsgálat szilárd anyagokra, gázokra, robbanásveszélyes vagy erõsen tûzveszélyes anyagokra
vagy szerves peroxidokra.

Elõfordulhat, hogy nem kell elvégezni ezt a vizsgálatot, ha az oxidáló folyadékok vizsgálatára szolgáló ENSZ-mód-
szerrel (1) már megvizsgálták az anyagot, és rendelkezésre állnak ennek eredményei.

1.2. Fogalommeghatározások és egységek

»Átlagos nyomásemelkedési idõ«: az a mért átlagos idõ, amely alatt a vizsgált keverék nyomása a légköri nyomás fe-
lett 690 kPa-ról 2070 kPa-ra emelkedik.

1.3. Referenciaanyag

Referenciaanyagként 65 tömegszázalékos vizes salétromsav (analitikai minõségû) szükséges2.

Adott esetben, ha a vizsgáló elõre tudja, hogy a vizsgálat eredményeit végül más célokra használhatják3, célszerû lehet
további referenciaanyagokat is megvizsgálni3.

1.4. A vizsgálati módszer elve

A vizsgálandó folyadékot 1:1 tömegarányban összekeverjük rostos cellulózzal és nyomástartó edénybe tesszük. Ha a
keverés vagy betöltés során öngyulladás lép fel, nincs szükség további vizsgálatra.

Ha nem lép fel öngyulladás, az egész vizsgálatot el kell végezni. A keveréket a nyomástartó edényben hevíteni kell,
majd meg kell mérni, hogy átlagosan mennyi idõ szükséges ahhoz, hogy a nyomás a légköri nyomás felett 690 kPa-ról
2070 kPa-ra emelkedjen. Ezt kell azután összehasonlítani a referenciaanyag(ok) és cellulóz 1:1 arányú keverékével ka-
pott átlagos nyomásemelkedési idõvel.

1.5. Minõségi követelmények

Egyetlen anyagon elvégzett öt kísérletben egyik eredmény sem térhet el 30%-nál nagyobb mértékben a számtani át-
lagtól. Az átlaghoz képest 30%-nál nagyobb eltérést mutató eredményeket el kell vetni, tökéletesíteni kell a keverési és
betöltési eljárást, majd meg kell ismételni a vizsgálatot.

1 Ahogyan például az ENSZ szállítási rendeleteinek keretében.
2 A savat a vizsgálat elõtt titrálni kell annak érdekében, hogy ellenõrizzük a koncentrációját.
3 Pl. 50 w/w%-os perklórsav és 40 w/w%-os nátrium-klorát kerül használatra az (1) hivatkozásban.
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1.6. A vizsgálati módszer leírása
1.6.1. Elõkészítés
1.6.1.1. Az éghetõ anyag
Éghetõ anyagként 50–250 � m szálhosszúságú és 25 � m4 átlagos szálátmérõjû száraz, rostos cellulózt kell használni.

Maximum 25 mm vastag rétegben, 105 °C-on, 4 órán át, tömegállandóságig kell szárítani, majd lehûlésig, illetve felhasz-
nálásig nedvszívó anyag jelenlétében a szárítóberendezésben kell tartani. A száraz cellulóz víztartalmának a száraz tö-
meg 0,5%-a alatt kell lennie5. Ennek eléréséhez szükség esetén hosszabb szárítási idõt kell alkalmazni6. A vizsgálat során
ugyanazt a tétel cellulózt kell használni.

1.6.1.2. A berendezés
1.6.1.2.1. A nyomástartó edény
Szükség van egy nyomástartó edényre. Az edény henger alakú, acél nyomástartó edény, amelynek hossza 89 mm, kül-

sõ átmérõje pedig 60 mm (lásd az 1. ábrát). A két ellentétes oldalon sík felület van kialakítva (itt az edény keresztmetszeti
mérete 50 mm-re csökken), amely megkönnyíti a kezelést, amikor becsavarják a gyújtódugót és a szellõzõdugót. Az edé-
nyen átmenõ 20 mm átmérõjû furatot az egyik végén 19 mm mélységben kibõvítik, és abba 1½-os csõmenetet (British
Standard Pipe = BSP) vagy azzal egyenértékû metrikus menetet vágnak. A nyomáselvezetõ, amely egy oldalág, a nyo-
mástartó edény ívelt falába van becsavarozva, 35 mm-re az edény egyik végétõl, és 90°-os szögben a megmunkált sík fe-
lülethez képest. Az erre a célra szolgáló menetes furat 12 mm mély, és 1/2½-os csõmenettel (vagy ezzel egyenértékû met-
rikus menettel) van ellátva az oldalág végén levõ menetnek megfelelõen. Ha szükséges, a gáztömörség érdekében egy
inert tömítés is beilleszthetõ. A 6 mm átmérõjû átmenõ furattal ellátott oldalág 55 mm-re nyúlik ki a nyomástartó edény-
bõl. Az oldalág végén a furat fel van bõvítve, és csavarmenettel van ellátva membrános nyomásátalakító számára. Bár-
milyen nyomásmérõ eszköz alkalmazható, feltéve, hogy ellenáll a forró gázoknak vagy bomlástermékeknek, és legfel-
jebb 5 ms alatt képes 690–2070 kPa nyomásemelkedést érzékelni.

A nyomástartó edénynek az oldalágtól távolabbi vége gyújtódugóval van lezárva, amelyben két elektróda van, ame-
lyek közül az egyik szigetelve van a dugó testétõl, a másik pedig azzal elektromosan érintkezik. A nyomástartó edény
másik vége egy hasadótárcsával van lezárva (hasadó nyomása körülbelül 2200 kPa), amelyet egy 20 mm-es furattal ellá-
tott rögzítõdugó tart a helyén. Szükség esetén a gáztömörség biztosítására a gyújtódugóhoz inert tömítés alkalmazható.
A használat során a szerelvényt egy állványzat (2. ábra) tartja megfelelõ helyzetben. Ez általában egy 235 mm × 184 mm
× 6 mm méretû lágyacél alaplapból és egy 185 mm hosszúságú 70 mm × 70 mm × 4 mm-es zárt szelvénybõl áll.

A zárt szelvény egyik végén a két szemben levõ oldalból egy-egy szakaszt kivágnak úgy, hogy két lapos lábrész jöjjön
létre, amely felett 86 mm hosszúságban megmarad az érintetlen zárt szelvény. Ezeknek a lapos részeknek a végét a zárt
szelvény hossztengelyéhez képest 60°-os szögben levágják és az alaplaphoz hegesztik. A zárt szelvény felsõ végén az
egyik oldalba 22 mm széles és 46 mm mély hornyot vágnak úgy, hogy ha a nyomástartó edény szerelvényt a gyújtódugó-
val lefelé a zárt szelvénybe belehelyezik, az oldalág a horonyba illeszkedik. Távtartóként 30 mm széles és 6 mm vastag
acéldarabot hegesztenek a zárt szakasz alul levõ belsõ felületére. Két ellentétes oldalon egy-egy 7 mm-es füles csavar
rögzíti a nyomástartó edényt a helyén. Egy-egy 12 mm széles és 6 mm vastag acélszalag van hozzáhegesztve a két lapos
lábhoz a zárt szakasz alsó végénél, amely a nyomástartó edényt alulról támasztja meg.

1.6.1.2.2. A gyújtórendszer
A gyújtórendszer 25 cm hosszú, 0,6 mm átmérõjû és 3,85 ohm/m ellenállású Ni/Cr huzalból áll. A huzalt egy 5 mm át-

mérõjû rúd segítségével tekercs alakúra kell csavarni, és a gyújtódugóban lévõ elektródákhoz kell kapcsolni. A tekercset
a 3. ábrán bemutatottak valamelyikének megfelelõen kell kialakítani. Az edény alja és a gyújtótekercs alja közötti távol-
ságnak 20 mm-nek kell lennie. Ha az elektródák nem állíthatók, a gyújtóhuzalnak a tekercs és az edény alja közötti végeit
kerámiaköpennyel kell szigetelni. A huzalt egy legalább 10 A-t szolgáltató állandó áramú tápegységgel kell fûteni.

1.6.2. A vizsgálat elvégzése7

A nyomásátalakító és a fûtõrendszer felszerelése után, de még a hasadótárcsa behelyezése elõtt, a berendezést úgy kell
tartani, hogy a gyújtódugó alul legyen. Egy üveg fõzõpohárban egy keverõbot segítségével a vizsgálandó folyadékból
2,5 g-ot össze kell keverni 2,5 g száraz cellulózzal8. Biztonsági okokból a keverést úgy kell végezni, hogy a vizsgálatot
végzõ személy és a keverék között legyen egy biztonsági védõlemez. Ha a keverék a keverés vagy betöltés során meg-
gyullad, nincs szükség további vizsgálatokra. A keveréket kisebb adagokban és ütögetve a nyomástartó edénybe kell töl-
teni, vigyázva arra, hogy a keverék a gyújtótekercs körül gyûljön össze és megfelelõen érintkezzen azzal. Fontos, hogy a
betöltés során a tekercs ne torzuljon, mivel ez hibás eredményekhez vezethet9. Ezt követõen be kell tenni a hasadótárcsát
a helyére, majd szorosan be kell csavarozni a tartódugót. A megtöltött edényt a hasadótárcsával felfelé a robbantó áll-
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4 Pl. Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder CF 11, katalógusszám: 4021 050.
5 (Pl.) Karl-Fisher titrálással ellenõrizve.
6 Ez a víztartalom szintén elérhetõ (pl.) 24 órás 105 °C-on vákuum alatt történõ melegítéssel.
7 Az oxidálószerek cellulózzal készített keverékeit potenciálisan robbanásveszélyesnek kell tekinteni, és ennek megfelelõ óvatossággal kell kezelni.
8 A gyakorlatban ez úgy érhetõ el, hogy a vizsgálandó folyadékból és a cellulózból a kísérlethez szükségesnél nagyobb mennyiségben készítjük el az 1:1 ará-

nyú keveréket, majd 5 ± 0,1 g-ot teszünk belõle a nyomástartó edénybe. A keveréket minden egyes kísérlethez frissen kell elkészíteni.
9 Különösen kerülni kell, hogy a tekercs egymással szomszédos menetei egymáshoz érjenek.



ványra kell helyezni, amelyet egy megfelelõ, fémborítású füstkamrában vagy robbantókamrában kell elhelyezni. Az
áramforrást a gyújtódugó külsõ csatlakozóihoz kell kapcsolni, és 10 A áramot kell rákapcsolni. A keverés megkezdése és
az áram bekapcsolása között nem telhet el 10 percnél hosszabb idõ.

A nyomásátalakító által létrehozott jelet megfelelõ rendszerrel rögzíteni kell, amely lehetõvé teszi mind az eredmény
kiértékelését, mind pedig a nyomás változásának folyamatos rögzítését az idõ függvényében (pl. egy szalagos írómû-
szerhez kapcsolt tranziens írómûszer). A keveréket addig kell hevíteni, amíg a hasadótárcsa el nem törik, vagy legalább
60 másodpercig. Ha a hasadótárcsa nem törik el, meg kell várni, amíg a keverék lehûl, majd a megfelelõ óvintézkedések
betartásával, az esetleges nyomásnövekedésre számítva, óvatosan szét kell szerelni a berendezést. A vizsgálandó anyag-
gal és a referenciaanyaggal vagy referenciaanyagokkal is öt kísérletet kell végezni. Fel kell jegyezni azt az idõt, amely
alatt a nyomás a légköri nyomás felett 690 kPa-ról 2070 kPa-ra emelkedik. Ki kell számítani az átlagos nyomásemelke-
dési idõt.

Bizonyos esetekben az anyagok olyan (vagy túl magas vagy túl alacsony) nyomásemelkedést idézhetnek elõ, amelyet
nem az anyag oxidáló tulajdonságait jellemzõ kémiai reakciók okoznak. Ilyen esetekben szükség lehet arra, hogy a vizs-
gálatot cellulóz helyett egy inert anyaggal, pl. kovafölddel megismételjük, és így tisztázzuk a reakció jellegét.

2. ADATOK
Nyomásemelkedési idõ mind a vizsgálandó anyag, mind a referenciaanyag(ok) esetében.
Nyomásemelkedési idõ az inert anyaggal végzett vizsgálat esetén, ha ilyen is történt.

2.1. Az eredmények kezelése
Mind a vizsgálandó anyag, mind a referenciaanyag(ok) esetében ki kell számítani az átlagos nyomásemelkedési idõt.
Ki kell számítani az átlagos nyomásemelkedési idõt az inert anyaggal végzett vizsgálat esetén (ha ilyen is történt).
Az 1. táblázatban a kapott eredményekre láthatunk példát.

1. táblázat

Példák az eredményekre
d

Anyagc Átlagos nyomásemelkedési idõ cellulózzal
készített 1:1 arányú keverékben (ms)

Ammónium-dikromát, telített vizes oldat 20 800
Kalcium-nitrát, telített vizes oldat 6 700
Vas(III)-nitrát, telített vizes oldat 4 133
Lítium-perklorát, telített vizes oldat 1 686
Magnézium-perklorát, telített vizes oldat 777
Nikkel-nitrát, telített vizes oldat 6 250
Salétromsav, 65% 4 767a

Perklórsav, 50% 121a

Perklórsav, 55% 59
Kálium-nitrát, 30%-os vizes oldat 26 690
Ezüst-nitrát, telített vizes oldat –b

Nátrium-klorát, 40%-os vizes oldat 2 555a

Nátrium-nitrát, 45%-os vizes oldat 4 133
Inert anyag
Víz : cellulóz –b

a Laboratóriumok közötti összehasonlító vizsgálatokból kapott átlagérték.
b Nem érte el a 2070 kPa-os maximális nyomást.
c A telített oldatokat 20 °C-on kell elkészíteni.
d Az ENSZ szállítási rendszer szerinti osztályozást lásd az (1) hivatkozásban.

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés
A vizsgálati jelentésnek a következõ információkat kell tartalmaznia:
– a vizsgált anyag neve, összetétele, tisztasága stb.;
– a vizsgált anyag koncentrációja;
– a cellulóz szárítására alkalmazott módszer;
– az alkalmazott cellulóz víztartalma;
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– a mérések eredményei;
– az inert anyaggal kapott vizsgálatok eredményei, ha történt ilyen;
– a számított átlagos nyomásemelkedési idõk;
– az ettõl a módszertõl való bármely eltérés és annak okai;
– az eredmények értékelése szempontjából lényeges összes egyéb információ;

3.2. Az eredmények értelmezése10

A vizsgálatok eredményeit a következõk alapján kell értelmezni:
a) a vizsgált anyagból és cellulózból készített keverékben fellép-e öngyulladás; és
b) a nyomásnak a légköri nyomás felett 690 kPa-ról 2070 kPa-ra való emelkedéséhez szükséges átlagos idõ összeha-

sonlítása a referenciaanyag(ok) esetén mért értékekkel.
Oxidáló hatásúnak kell tekinteni egy folyékony anyagot, ha:
a) cellulózzal alkotott 1:1 tömegarányú keverékében öngyulladás lép fel; vagy
b) cellulózzal alkotott 1:1 tömegarányú keverékében az átlagos nyomásemelkedési idõ kisebb vagy egyenlõ a 65 tö-

megszázalékos vizes salétromsav és cellulóz 1:1 tömegarányú keverékében mérttel.
A téves pozitív eredmények elkerülése érdekében az eredmények értelmezésekor szükség esetén figyelembe kell ven-

ni a folyadék inert anyaggal történõ vizsgálatakor kapott eredményeket is.

10 Az ENSZ szállítási rendeletek szerinti, több referenciaanyaggal mért eredmények értelmezéséhez lásd az (1) hivatkozást.

4. HIVATKOZÁSOK
(1) „Ajánlások a veszélyes áruk szállítására, Vizsgálatok és kritériumok kézikönyv” harmadik javított kiadása, az ENSZ

kiadvány száma: ST/SG/AC.10/11/Rev.3), 1999. 342. oldal, O.2 vizsgálat: oxidáló folyékony anyagok vizsgálata.

1. ábra

A nyomástartó edény
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(A) A nyomástartó edény háza
(D) Lágyólom alátétlemez
(G) Nyomásátalakító fej
(K) Földelt elektróda
(N) Horony a tömítõgyûrû részére

(B) A hasadótárcsát tartó dugó
(E) Hasadótárcsa
(H) Alátétlemez
(L) Szigetelés

(C) Gyújtódugó
(F) Oldalág
(J) Szigetelt elektróda
(M) Acélkúp



2. ábra

Az állványzat

3. ábra

A gyújtórendszer

(A) Gyújtótekercs (B) Szigetelés (C) Elektródák (D) Gyújtódugó

Megjegyzés: a fenti elrendezések bármelyike alkalmazható.
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2. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

B.1c. AKUT ORÁLIS TOXICITÁS – AKUT TOXIKUS OSZTÁLY MÓDSZER

1. MÓDSZER

Ez a vizsgálati módszer egyenértékû az OECD TG 423 (2001) módszerrel.

1.1. Bevezetés

Az itt ismertetett akut toxikus osztály módszer (1) egy lépcsõzetes eljárás, amelyben lépésenként három azonos ivarú
állatot használnak. Az elhullási aránytól és/vagy az állatok elhullásközeli állapotától függõen átlagosan 2–4 lépésre lehet
szükség a vizsgálandó anyag akut toxicitásának megítéléséhez. Az eljárás reprodukálható, nagyon kevés állatot kell
használni hozzá, és hasonló módon lehet vele minõsíteni az anyagokat, mint a többi akut toxicitás vizsgálati módszerrel.
Az akut toxikus osztály módszer rögzített dózisokkal végzett biometriai vizsgálatokon (2) (3) (4) (5) alapul, amelyek
megfelelõen el vannak választva egymástól, hogy lehetõvé tegyék az anyag besorolási és veszélyfelmérési célokra törté-
nõ minõsítését. Az 1996-ban jóváhagyott módszert széles körben validálták a szakirodalomból vett in vivo LD50-adatok-
kal szemben mind nemzeti (6), mind pedig nemzetközi (8) szinten.

Arról, hogy egy adott célra melyik a legmegfelelõbb vizsgálati módszer, az Akut Orális Toxicitási Vizsgálatok Útmu-
tatójában (8) található iránymutatás. Ez az útmutató további információkat is tartalmaz a B.1c. vizsgálati módszer alkal-
mazásával és értelmezésével kapcsolatosan.

Nincs szükség a vizsgálandó anyagok olyan dózisokban történõ alkalmazására, amelyek korróziós vagy súlyosan irri-
táló hatásuk miatt kifejezett fájdalmat vagy szorongást okoznak. Az elhullásközeli állapotban lévõ állatokat vagy azokat,
amelyek nyilvánvalóan fájdalmakkal küszködnek, vagy súlyos és tartós szorongás jeleit mutatják, humánus módon ex-
terminálni kell, és ugyanúgy kell figyelembe venni õket az eredmények értelmezésekor, mint azokat az állatokat, ame-
lyek elhullottak a vizsgálatok során. A megjósolható vagy közeli elhullás felismerését segítõ iránymutatás, valamint az
elhullás közelében lévõ vagy súlyosan szenvedõ állatok exterminálására vonatkozó döntési kritériumok egy másik út-
mutatóban (9) találhatók.

A módszer elõre meghatározott dózisok alkalmazásán alapul, és a kapott eredmények lehetõvé teszik, hogy az anyagot
az akut toxicitást okozó anyagok besorolására szolgáló Vegyi anyagok osztályozásának és címkézésének egyetemes har-
monizált rendszere (GHS) szerint minõsítsük és soroljuk be (10).

A módszer elvben nem alkalmas az LD50 pontos kiszámítására, de lehetõvé teszi azoknak az expozíciós tartományok-
nak a meghatározását, amelyeknél letalitás várható, mivel a fõ végpont ebben a vizsgálatban is az állatok egy részének
elhullása. Ez a módszer csak akkor teszi lehetõvé az LD50-érték meghatározását, ha legalább két dózis 0%-nál magasabb,
de 100%-nál alacsonyabb elhullási arányt eredményez. A vizsgálandó anyagtól függetlenül az elõre meghatározott dózi-
sok alkalmazása és a kifejezetten a különféle állapotokban megfigyelt állatok számához kötõdõ besorolás növeli a labo-
ratóriumok által készített jelentések egységességét és a vizsgálatok ismételhetõségét.

A vizsgáló laboratóriumnak a vizsgálat elvégzése elõtt a vizsgálandó anyaggal kapcsolatos minden rendelkezésre álló
információt figyelembe kell vennie. Ilyen információk az anyag megjelölése és kémiai szerkezete; fizikai-kémiai tulaj-
donságai; bármely más, az anyaggal elvégzett in vitro vagy in vivo toxicitási vizsgálat eredményei; szerkezetileg rokon
anyagok toxikológiai adatai; valamint az anyag várható alkalmazása(i). Ezekre az információkra azért van szükség, hogy
minden érintett meggyõzõdjön arról, hogy a vizsgálat releváns az emberi egészség védelme szempontjából, és elõsegíti
majd a legmegfelelõbb kezdõdózis kiválasztását.

1.2. Fogalommeghatározások

»Akut orális toxicitás«: a vizsgálandó anyag egyszeri vagy 24 órán belül többszöri dózisának szájon át történõ beadá-
sát követõen jelentkezõ káros hatások.

»Késleltetett elhullás«: egy állat 48 órán belül nem hull el vagy nem tûnik elhullásközeli állapotban lévõnek, de ké-
sõbb, a 14 napos megfigyelési idõszak során elpusztul.

»Dózis«: a vizsgálandó anyag beadott mennyisége. A dózist a vizsgálandó anyagnak a kísérleti állatok testtömeg-egy-
ségére számított tömegében (mg/kg) fejezik ki.

»GHS«: Vegyi anyagok osztályozásának és címkézésének egyetemes harmonizált rendszere. Az OECD (emberi
egészség és környezet), az ENSZ Veszélyes Anyagok Szállításának Szakértõi Bizottsága (fizikai-kémiai tulajdonságok)
és az ILO (veszély nyilvánosságra hozatala) közös tevékenysége, amelyet a Szervezetek Közötti Program a Vegyi Anya-
gok Helyes Kezelésére (IOMC) koordinál.

»Közeli elhullás«: amikor a legközelebbi tervezett megfigyelés idõpontja elõtt elhullásközeli állapot kialakulása vagy
elhullás várható. Rágcsálók esetében erre utaló jelek lehetnek a görcsök, az oldalhelyzet, a fekvõhelyzet és a remegés. [A
további részleteket lásd a Humane Endpoints Guidance Documentben (9)].
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»LD50 (közepes letális orális dózis)«: a vizsgálandó anyag statisztikailag levezetett egyszeri olyan dózisa, amely oráli-
san beadva az állatok 50%-ának elhullását okozza. Az LD50-értéket a vizsgálandó anyagnak a kísérleti állatok test-
tömeg-egységére számított tömegében (mg/kg) fejezik ki.

»Határdózis«: egy, a vizsgálhatóság felsõ határánál lévõ dózis (2000 vagy 5000 mg/kg).
»Elhullásközeli állapot«: az esetleges kezelés ellenére is elhullás közelében lévõ állapot vagy túlélésre való képtelen-

ség. [A további részleteket lásd a Humane Endpoints Guidance Documentben (9)].
»Megjósolható elhullás«: a kísérlet tervezett vége elõtt, a jövõben egy ismert idõpontban való elhullásra utaló klinikai

tünetek megléte, például: a víz vagy az élelem elérésére való képtelenség. [A további részleteket lásd a Humane End-
points Guidance Documentben (9)].

1.3. A vizsgálat elve

A vizsgálat alapelve, hogy a lépésenként minimális számú állatot alkalmazó lépcsõzetes eljárás alapján elegendõ in-
formáció nyerhetõ a vizsgálandó anyag akut toxicitásáról ahhoz, hogy be lehessen azt sorolni. Az anyagot szájon át és a
meghatározott dózisok egyikét alkalmazva adják be a kísérleti állatok egy csoportjának. Az anyagot lépcsõzetes eljárás-
sal vizsgálják, ahol minden lépésben három azonos ivarú (általában nõstény) állatot használnak. A kezelt állatokban az
anyaggal összefüggõ elhullás vagy annak hiánya határozza meg a következõ lépést, azaz:

– nincs szükség további vizsgálatra,
– további három állat vizsgálata történik ugyanazzal a dózissal,
– további három állat vizsgálata történik a következõ nagyobb vagy kisebb dózissal.
A vizsgálati eljárás további részletei az 1. mellékletben találhatók. A módszer alkalmazásával döntést lehet hozni

arról, hogy a vizsgálandó anyag a rögzített LD50-határértékek segítségével megállapított toxicitási osztályok melyikébe
sorolható be.

1.4. A módszer ismertetése

1.4.1. Az állatfaj kiválasztása
A preferált rágcsálófaj a patkány, bár más rágcsálófajok is alkalmazhatók. Általában nõstényeket használnak (9).

Ennek az az oka, hogy a hagyományos LD50-vizsgálatokra vonatkozó szakirodalom áttekintése alapján általában kicsi a
különbség a nemek érzékenysége között, de azokban az esetekben, amikor megfigyelhetõ különbség, a nõstények általá-
ban valamivel érzékenyebbek (11). Azonban ha a szerkezetileg rokon vegyületek toxikológiai vagy toxikokinetikai tu-
lajdonságaival kapcsolatos adatok szerint a hímek nagyobb érzékenysége valószínûsíthetõ, akkor hímeket kell alkalmaz-
ni. Megfelelõen meg kell indokolni, ha a vizsgálatot hímekkel végzik.

Általánosan használt laboratóriumi törzsekbõl származó egészséges, fiatal felnõtt állatokat kell alkalmazni. Olyan
nõstényeket kell választani, amelyek még egyszer sem ellettek, és nem vemhesek. Az adagolás megkezdésekor az álla-
toknak 8–12 hetesnek kell lenniük, és testtömegük nem térhet el ±20%-nál többel az esetlegesen korábban kezelt állatok
testtömegének átlagától.

1.4.2. Az állatok tartásának és etetésének körülményei
A kísérleti állatokat 22 °C (±3 °C) hõmérsékletû helyiségben kell tartani. Bár a helyiség relatív páratartalmának leg-

alább 30%-nak kell lennie, illetve a takarítás idõtartamától eltekintve lehetõleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek
50 és 60% között kell lennie. A világítás legyen mesterséges; 12 órás világos és 12 órás sötét periódusok váltsák egy-
mást. Az etetéshez standard laboratóriumi takarmány alkalmazható, korlátlan mennyiségû ivóvíz biztosítása mellett. Az
állatokat lehet vizsgált dózisonként egy ketrecben tartani, de az egy ketrecben lévõ állatok számát úgy kell megválaszta-
ni, hogy az ne zavarja az egyes állatok megfigyelését.

1.4.3. Az állatok elõkészítése
Az állatokat véletlenszerûen kell kiválasztani, majd egyedi azonosítóval kell ellátni, és a kezelés megkezdése elõtt

legalább 5 napig a ketrecükben kell tartani õket, hogy hozzászokhassanak a laboratóriumi körülményekhez.
1.4.4. A dózisok elõkészítése
A vizsgálandó anyagokat általában a vizsgálandó dózistartományon belül állandó térfogatban kell beadni úgy, hogy a

dóziskészítmény koncentrációját változtatják. Ha azonban egy folyékony végterméket vagy keveréket vizsgálnak, a
vizsgálatot követõ kockázatértékelés szempontjából megfelelõbb lehet, ha a vizsgálandó anyagot hígítatlanul, azaz ál-
landó koncentrációban alkalmazzák, illetve egyes hatóságok ezt írják elõ. A maximálisan beadható dózistérfogatot azon-
ban egyik esetben sem szabad túllépni. Az, hogy egyszerre maximálisan mekkora térfogatú folyadékot lehet beadni, a kí-
sérleti állat méretétõl függ. Rágcsálók esetében a térfogat általában nem haladhatja meg az 1 ml/100 g testtömeg-arányt:
vizes oldatok esetében azonban 2 ml/100 g testtömeg-arány is megfontolható. A dóziskészítmény formulázása tekinteté-
ben – ahol lehet – a vizes oldatok/szuszpenziók/emulziók alkalmazása javasolt, másodsorban az olajos (pl. kukorica-
csíra-olajban elkészített) oldatok/szuszpenziók/emulziók, és harmadsorban esetlegesen más vivõanyagokban elkészített
oldatok. A víztõl eltérõ vivõanyagok esetében ismerni kell a vivõanyag toxikológiai tulajdonságait. A dózisokat a beadás
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elõtt rövid idõvel kell elkészíteni, kivéve, ha ismert és igazoltan elfogadható a készítmény stabilitása az alatt az
alkalmazás idõtartama alatt.

1.5. Eljárás
1.5.1. A dózisok beadása
A vizsgálandó anyagot egyetlen dózisban, gyomorszondán vagy egy megfelelõ intubációs kanülön át történõ táplálás-

sal kell beadni. Abban a rendkívüli esetben, ha nem lehetséges egyetlen dózist alkalmazni, a dózis egy 24 órát nem meg-
haladó idõtartam alatt kisebb részletekben is beadható.

A kezelés elõtt az állatokat éheztetni kell (pl. patkány esetében egy éjszakán át meg kell vonni a táplálékot, de a vizet
nem; egér esetében 3–4 órára kell megvonni a táplálékot, de a vizet nem). A koplaltatási idõszakot követõen meg kell
mérni az állatok testtömegét, majd be kell adni a vizsgálandó anyagot. Az anyag beadása után a táplálékot újra meg lehet
vonni – patkány esetében 3–4 órára, egér esetében 1–2 órára. Ha egy dózist részletekben adnak be, a beadás idõtartamá-
tól függõen menet közben szükség lehet arra, hogy az állatoknak táplálékot és vizet adjanak.

1.5.2. Az állatok száma és a dózisok
Minden lépésben három állatot kell alkalmazni. A kezdõdózist az 5, 50, 300 és 2000 mg/testtömeg-kg-os négy rögzí-

tett dózis közül kell kiválasztani. Azt a dózist kell kezdõdózisként kiválasztani, amelyiknél a legvalószínûbb, hogy a ke-
zelt állatok egy részénél elhullást okoz. Az 1. mellékletben látható folyamatábrák ismertetik az egyes kezdõdózisok ese-
tén követendõ eljárást. A 4. melléklet pedig azzal kapcsolatosan ad iránymutatást, hogy a Vegyi anyagok osztályozásá-
nak és címkézésének egyetemes harmonizált rendszere (GHS) bevezetéséig hogyan kell az EU-rendszer szerint elvégez-
ni a besorolást.

Ha a rendelkezésre álló információ alapján a legmagasabb kezdõdózis (2000 mg/testtömeg-kg) valószínûleg nem
okoz elhullást, akkor határérték-vizsgálatot kell végezni. Ha a vizsgálandó anyagról nincs információ, állatjóléti okok-
ból a 300 mg/testtömeg-kg-os kezdõdózis alkalmazása javasolt.

Az egyes dózisok vizsgálata közötti idõtartamot a mérgezési tünetek megjelenésének idõpontja, idõtartama és súlyos-
sága határozza meg. Az állatok következõ dózissal történõ kezelését nem szabad megkezdeni mindaddig, amíg meg nem
gyõzõdnek arról, hogy az elõzõleg kezelt állatok életben maradnak.

Kivételes esetben és kizárólag akkor, ha konkrét szabályozási hatósági követelmények indokolják, megfontolás tár-
gyává lehet tenni egy további, 5000 mg/kg-os felsõ dózis alkalmazását (lásd a 2. mellékletet). Az állatok kímélete érde-
kében a GHS 5. kategóriában (2000–5000 mg/kg) nem ajánlott állatokkal kísérletezni, és csak abban az esetben szabad
ilyet tervezni, ha nagy a valószínûsége, hogy egy ilyen vizsgálat eredményei közvetlen jelenõséggel bírnak az emberi
vagy állati egészség vagy a környezet védelme szempontjából.

1.5.3. Határérték-vizsgálat
Határérték-vizsgálatot elsõsorban olyan helyzetekben kell végezni, ha a kísérletet végzõnek olyan információi van-

nak, amelyek szerint a vizsgálandó anyag valószínûleg nem toxikus, azaz csak a hatósági határérték-dózisok felett
toxikus. A vizsgálandó anyag toxicitásával kapcsolatban információ hasonló vegyületek vagy keverékek vagy termékek
vizsgálataiból szerezhetõ, figyelembe véve a toxikológiai szempontból fontos komponenseket, illetve azok százalékos
arányát. Olyan esetekben, ha kevés az anyag toxicitásával kapcsolatos információ, vagy egyáltalán nem áll rendelkezés-
re, vagy ha a vizsgálandó anyag várhatóan toxikus, a fõ vizsgálatot kell elvégezni.

Végezhetõ határérték-vizsgálat egyetlen, 2000 mg/testtömeg-kg-os dózissal, összesen hat (lépésenként három-
három) állat alkalmazásával. Kivételes esetben végezhetõ határérték-vizsgálat egyetlen, 5000 mg/kg-os dózissal is, ami-
kor összesen három állatot alkalmaznak (lásd a 2. mellékletet). A vizsgálandó anyaggal összefüggõ elhullás esetén szük-
séges lehet a következõ alacsonyabb dózissal tovább folytatni a vizsgálatokat.

1.6. Megfigyelések
Az állatokat a dózis beadása után egyedileg kell megfigyelni, legalább az elsõ 30 percben, azután az elsõ 24 órában

rendszeres idõközönként, amelynek során különös figyelemmel kell õket kísérni az elsõ 4 órában, majd ezt követõen na-
ponta, összesen 14 napon át, kivéve, ha az állatot állatjóléti okok miatt ki kell venni a vizsgálatból, és humánus módon
exterminálni kell, vagy ha az állat elhullik. A megfigyelés idõtartamát azonban nem szabad mereven meghatározni. Ezt a
mérgezési reakciók, illetve a gyógyulás kezdete és idõtartama alapján kell meghatározni, és ilyen módon szükség esetén
meg lehet hosszabbítani. Fontos a mérgezési tünetek megjelenésének, illetve megszûnésének idõpontja, különösen, ha a
mérgezési tünetek inkább késleltetve jelentkeznek (12). Minden megfigyelést szisztematikusan rögzíteni kell úgy, hogy
minden állat esetében önálló adatsort kell felvenni.

Ha a mérgezési tünetek tartósak, további megfigyelésekre van szükség. Meg kell figyelni a bõr és a szõrzet, a szemek
és a nyálkahártyák, valamint a légzési és a keringési rendszer, az autonóm és a központi idegrendszer, illetve a szomato-
motoros aktivitás és a viselkedési mintázatok változásait. Figyelemmel kell lenni remegés, görcsök, nyáladzás, hasme-
nés, letargia, alvás és kóma elõfordulására is. A Humane Endpoints Guidance Documentben összefoglalt alapelveket és
követelményeket is figyelembe kell venni (9). Humánus módon exterminálni kell az elhullásközeli állapotban lévõ álla-
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tokat, illetve azokat, amelyek súlyos fájdalom vagy tartós szorongás jeleit mutatják. Ha az állatokat humánus okok miatt
exterminálni kell, vagy elhullanak, a lehetõ legpontosabban fel kell jegyezni az elhullás idõpontját is.

1.6.1. Testtömeg
Röviddel a vizsgálandó anyag beadása elõtt és legalább egy héttel utána minden állat testtömegét egyenként meg kell

mérni. A testtömeg-változást ki kell számítani, és rögzíteni kell. A vizsgálat végén az életben maradt állatokat újra meg
kell mérni, majd humánus módon exterminálni kell õket.

1.6.2. Kórbonctani vizsgálat
Minden kísérleti állatot makroszkópos boncolásnak kell alávetni (azokat is, amelyek a vizsgálat során elpusztultak,

vagy amelyeket állatjóléti okok miatt ki kellett venni a vizsgálatból). Minden egyes állat esetében minden makroszkópos
kórtani elváltozást fel kell jegyezni. A kezdõdózis beadása után legalább 24 óráig túlélõ állatok esetében tervbe lehet
venni a makroszkópos kórtani elváltozást mutató szervek mikroszkópos vizsgálatát is, mivel abból hasznos információk
nyerhetõk.

2. ADATOK

Az állatokra vonatkozóan egyedi adatsorokat kell felvenni. Emellett az összes adatot táblázatos formában is össze kell
foglalni úgy, hogy minden vizsgálati csoportra vonatkozóan mutassa a csoportban lévõ kísérleti állatok számát, valamint
azoknak a számát, amelyeknél mérgezési tünetek láthatók, amelyek a vizsgálat során elhullottak, vagy amelyeket humá-
nus módon extermináltak, az egyes állatok elhullásának idõpontját, a toxikus hatások leírását, idõbeli lefolyását és
visszafordíthatóságát, valamint a boncolások eredményeit.

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés

A vizsgálati jelentésnek megfelelõ módon a következõ információkat kell tartalmaznia:
Vizsgálandó anyag:
– fizikai megjelenés, tisztaság és ha releváns, a fizikai-kémiai tulajdonságok (ezen belül az izomerizáció is);
– azonosító adatok, ezen belül a CAS-szám.
Vivõanyag (ha szükséges):
– ha a vivõanyag nem víz, akkor ennek indoklása.
Kísérleti állatok:
– az alkalmazott faj/törzs;
– az állatok mikrobiológiai státusza, feltéve, hogy ismert;
– az állatok száma, életkora és ivara (ezen belül adott esetben annak indoklása, hogy nõstények helyett miért hímeket

alkalmaztak);
– az állatok származása, tartásának körülményei, takarmánya stb.;
kísérleti körülmények:
– a vizsgálandó anyag formulázására vonatkozó információk, ezen belül a beadott anyag fizikai formájával kapcsola-

tos adatok;
– a vizsgálandó anyag beadására vonatkozó információk, ezen belül a beadott térfogat és a beadás idõpontja;
– a táplálék és a víz minõsége (ezen belül a takarmány típusa/forrása, a víz forrása);
– a kezdõdózis kiválasztásának indoklása.
Eredmények:
– a válaszadatok és a dózisok táblázatos formában történõ megadása minden egyes állatra vonatkozóan (azaz a mér-

gezési tüneteket mutató, ezen belül elhullt állatokra; a hatások jellege, súlyossága és idõtartama);
– a testtömeg-adatok és a testtömeg-változások táblázatos formában történõ megadása;
– az egyes állatok testtömege a dózis beadásának napján, azt követõen hetente, valamint az elhullás vagy exterminá-

lás idõpontjában;
– a tervezett exterminálás elõtti elhullás napja és ideje;
– a mérgezési tünetek megjelenése és idõbeli lefolyása, valamint esetleges visszafordíthatósága minden egyes állatra

vonatkozóan;
– a boncolások és adott esetben a kórszövettani vizsgálatok eredményei minden egyes állatra vonatkozóan.
Az eredmények diszkussziója és értelmezése.
Következtetések.
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1. melléklet

Az egyes kezdõdózisok esetében követendõ eljárás

Általános megjegyzések

Minden egyes kezdõdózis esetén az ebben a mellékletben bemutatott megfelelõ vizsgálati sémák határozzák meg a
követendõ eljárást.

– 1A. melléklet: a kezdõdózis 5 mg/testtömeg-kg
– 1B. melléklet: a kezdõdózis 50 mg/testtömeg-kg
– 1C. melléklet: a kezdõdózis 300 mg/testtömeg-kg
– 1D. melléklet: a kezdõdózis 2000 mg/testtömeg-kg
A humánus módon exterminált vagy elhullott állatok számától függõen a vizsgálati eljárás a jelzett nyilakat követi.
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2. melléklet

A várhatóan 2000 mg/kg feletti LD50-értékkel rendelkezõ vizsgálandó anyagok
vizsgálatok nélküli osztályozásának kritériumai

Az 5. veszélyességi kategória kritériumait úgy állapították meg, hogy tegyék lehetõvé azoknak a vizsgálandó anya-
goknak a meghatározását, amelyek akut toxicitási kockázata viszonylag alacsony, de bizonyos körülmények között ve-
szélyt jelenthetnek az érzékeny populációkra. Az ilyen anyagok orális vagy dermális LD50-értéke várhatóan 2000 és
5000 mg/kg közötti tartományban található, vagy ezzel egyenértékû dózisoknak megfelelõ az egyéb beadási módok ese-
tében. A vizsgálandó anyagokat az alábbi esetekben kell a 2000 mg/kg < LD50 < 5000 mg/kg veszélyességi kategóriába
(GHS 5. kategória) sorolni:

a) ha az 1A–1D. mellékletben bemutatott, az elhullási gyakoriságon alapuló vizsgálati sémák bármelyike szerint
ebbe a kategóriába kell sorolni,

b) ha hitelt érdemlõ bizonyíték van már arra, hogy az anyag LD50-értéke az 5. kategóriában megadott tartományba
esik; vagy más állatkísérletek vagy humán toxikus hatások szerint a humán egészségügyi veszély akut jellegû,

c) adatok extrapolálásával, becslésével vagy mérésével, ha egy veszélyesebb osztályba való besorolás nem indokolt,
és

– hitelt érdemlõ információk emberben jelentõs toxikus hatásokra utalnak, vagy
– a legfeljebb 4. kategóriának megfelelõ értékekkel elvégzett orális beadási móddal történõ vizsgálatok során elhullás

történt, vagy
– ha a legfeljebb 4. kategóriának megfelelõ értékekkel elvégzett vizsgálat alapján a szakértõk véleménye megerõsíti a

toxicitás szignifikáns klinikai tüneteit, kivéve a hasmenést, szõrmeredezést vagy gondozatlan megjelenést, vagy
– ha a szakértõk véleménye megerõsíti azokat a hitelt érdemlõ információkat, amelyek más állatkísérletekben tapasz-

talt szignifikáns akut hatásokat valószínûsítenek.

2000 mg/kg feletti dózisokkal történõ vizsgálat
Az állatok jólétének védelme iránti igényt elismerve nem ajánlott, hogy állatokat az 5. kategória tartományában

(5000 mg/kg) vizsgálják, és csak akkor szabad fontolóra venni, ha nagy a valószínûsége, hogy az ilyen vizsgálatok ered-
ményei közvetlen jelentõséggel bírnak az állati vagy emberi egészség védelme szempontjából (10). Nem szabad további
vizsgálatokat végezni ennél magasabb dózisokkal.

Ha vizsgálatot kell végezni, csak egy lépés (azaz három állat), az 5000 mg/kg-os dózis alkalmazása szükséges. Ha az
elsõ kezelt állat elhullik, akkor az 1. mellékletben bemutatott folyamatábrának megfelelõen a kezelést a 2000 mg/kg-os
dózissal kell folytatni. Ha az elsõ állat életben marad, két további állatot kell kezelni. Ha a három állat közül csak egy
hullik el, az LD50-érték várhatóan meghaladja az 5000 mg/kg-ot. Ha mindkét állat elhullik, akkor a vizsgálatot a
2000 mg/kg-os dózissal kell folytatni.
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3. melléklet

B.1c. Vizsgálati módszer: Útmutató az EU-rendszer szerinti besoroláshoz
a Globálisan harmonizált osztályozási rendszer (GHS) teljes körû bevezetéséig tartó átmeneti idõszakban

[a (8) hivatkozásból]
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Start

5 mg/kg 
3 állat 

1. kategória 
> 0–5 

– lépésenként 3 azonos ivarú (általában n stény) állatot használnak 
– 0, 1, 2, 3: az elhullásközeli állapotban lév  vagy elhullott állatok 
száma az egyes lépésekben 

GHS

– : be nem sorolt 
– GHS: Globálisan harmonizált besorolási rendszer (mg / testtömeg-kg) 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg 
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

5 mg/kg 
3 állat 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg 
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

2. kategória 
> 5–50 

3. kategória 
> 50–300 

4. kategória 
> 300–2000 

5. kategória 
> 2000–5000 

LD50-határérték 
mg/testtömeg-kg 

EU vegyszerek 
Folyékony peszticidek 

EU szilárd peszticidek 

ENSZ folyadékok 

ENSZ szilárd 

Svájc

US EPA crk 

Japán PDSCA 

Kanada/WHMIS/US 
OSHA

US EPA peszticidek 

US CPSP 

Kanada peszticidek 



2005/154/II. szám M A G Y A R K Ö Z L Ö N Y 19

Start

5 mg/kg 
3 állat 

1. kategória
> 0–5 

– lépésenként 3 azonos ivarú (általában n stény) állatot használnak 
– 0, 1, 2, 3: az elhullásközeli állapotban lév  vagy elhullott állatok 
száma az egyes lépésekben 

GHS

– : be nem sorolt 
– *: 1. lépésben 
– GHS: Globálisan harmonizált besorolási rendszer (mg / testtömeg-kg) 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

5 mg/kg 
3 állat 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

2. kategória 
> 5–50 

3. kategória 
> 50–300 

4. kategória 
> 300–2000 

5. kategória 
> 2000–5000 

LD50-határérték 
mg/testtömeg-kg 

EU vegyszerek 
Folyékony peszticidek 

EU szilárd peszticidek 

ENSZ folyadékok 

ENSZ szilárd 

Svájc

US EPA crk 

Japán PDSCA 

Kanada/WHMIS/US 
OSHA

US EPA peszticidek 

US CPSP 

Kanada peszticidek 

3* (50-nél) egyéb 
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Start

5 mg/kg 
3 állat 

1. kategória
> 0–5 

– lépésenként 3 azonos ivarú (általában n stény) állatot használnak 
– 0, 1, 2, 3: az elhullásközeli állapotban lév  vagy elhullott állatok 
száma az egyes lépésekben 

GHS

– : be nem sorolt 
– *: 1. lépésben 
– GHS: Globálisan harmonizált besorolási rendszer (mg / testtömeg-kg) 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

5 mg/kg 
3 állat 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

2. kategória 
> 5–50 

3. kategória 
> 50–300 

4. kategória 
> 300–2000 

5. kategória 
> 2000–5000 

LD50-határérték 
mg/testtömeg-kg 

EU vegyszerek 
Folyékony peszticidek 

EU szilárd peszticidek 

ENSZ folyadékok 

ENSZ szilárd 

Svájc

US EPA crk 

Japán PDSCA 

Kanada/WHMIS/US 
OSHA

US EPA peszticidek 

US CPSP 

Kanada peszticidek 

3* (50-nél) egyéb 3* 
(300-nál)

egyéb 
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Start

5 mg/kg 
3 állat 

1. kategória
> 0–5 

– lépésenként 3 azonos ivarú (általában n stény) állatot használnak 
– 0, 1, 2, 3: az elhullásközeli állapotban lév  vagy elhullott állatok 
száma az egyes lépésekben 

GHS

– : be nem sorolt 
– *: 1. lépésben 
– GHS: Globálisan harmonizált besorolási rendszer (mg / testtömeg-kg) 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg 
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

5 mg/kg 
3 állat 

50 mg/kg 
3 állat 

300 mg/kg 
3 állat 

2000 mg/kg
3 állat 

2. kategória 
> 5–50 

3. kategória 
> 50–300 

4. kategória 
> 300–2000 

5. kategória 
> 2000–5000 

LD50-határérték 
mg/testtömeg-kg 

EU vegyszerek 
Folyékony peszticidek 

EU szilárd peszticidek 

ENSZ folyadékok 

ENSZ szilárd 

Svájc

US EPA crk 

Japán PDSCA 

Kanada/WHMIS/US 
OSHA

US EPA peszticidek 

US CPSP 

Kanada peszticidek 

3* (50-nél) egyéb 3*
(300-nál)

egyéb 3*
(2000-nél)

egyéb 3*
(2000-nél)



3. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

B.1a. AKUT ORÁLIS TOXICITÁS – RÖGZÍTETT DÓZISÚ ELJÁRÁS

1. MÓDSZER
Ez a vizsgálati módszer egyenértékû az OECD TG 420 (2001) módszerrel.

1.1. Bevezetés
Az akut toxicitás megállapítására szolgáló hagyományos módszerek esetében a vizsgálat végpontját az állatok elpusz-

tulása jelenti. A Brit Toxikológiai Társaság 1984-ben új megközelítést javasolt az akut toxicitás vizsgálatára, amely egy
sor rögzített nagyságú dózis beadásán alapul (1). Ennél a megközelítésnél nem az állatok elpusztulása jelenti a vizsgálat
végpontját, hanem a rögzített nagyságú dózisok valamelyikénél megfigyelt egyértelmû mérgezési tünetekre támaszkod-
tak. Az Egyesült Királyságban (2) és nemzetközileg (3) végzett in vivo validálási vizsgálatok után az eljárást 1992-ben
hagyták jóvá mint vizsgálati módszert. Ezt követõen egy vizsgálati sorozat (4) (5) (6) keretében matematikai modellek
segítségével megvizsgálták a rögzített dózisú eljárás statisztikai tulajdonságait. Az in vivo és a modell vizsgálatok együt-
tesen igazolták, hogy az eljárás reprodukálható, kevesebb kísérleti állatra van szükség hozzá, és kevesebb szenvedést
okoz, mint a hagyományos módszerek, továbbá hasonló módon képes minõsíteni az anyagokat, mint az egyéb akut toxi-
citási vizsgálati módszerek.

Arról, hogy egy adott célra melyik a legmegfelelõbb vizsgálati módszer, az Akut Orális Toxicitási Vizsgálatok Útmu-
tatójában (7) található iránymutatás. Ez az útmutató további információkat is tartalmaz a B.1a. vizsgálati módszer alkal-
mazásával és értelmezésével kapcsolatosan.

A módszer egyik alapelve, hogy a fõ vizsgálatban csak közepesen toxikus dózisokat alkalmaznak, és hogy kerülni kell
az olyan dózisok alkalmazását, amelyek várhatóan letálisak. Nincs szükség továbbá olyan dózisok alkalmazására sem,
amelyek korróziós vagy súlyosan irritáló hatásuk miatt kifejezett fájdalmat vagy szorongást okoznak. Az elhullás köze-
lében lévõ állatokat vagy azokat, amelyek nyilvánvalóan fájdalmakkal küszködnek, vagy súlyos és tartós szorongás je-
leit mutatják, humánus módon exterminálni kell, és ugyanúgy kell figyelembe venni õket a vizsgálati eredmények értel-
mezésekor, mint azokat az állatokat, amelyek elhullottak a vizsgálatok során. A megjósolható vagy közeli elhullás felis-
merését segítõ iránymutatás, valamint az elhullás közelében lévõ vagy súlyosan szenvedõ állatok exterminálására vonat-
kozó döntési kritériumok egy másik útmutatóban (8) találhatók.

A módszer adatokat szolgáltat az anyag veszélyes tulajdonságairól és lehetõvé teszi, hogy az anyagot az akut toxici-
tást okozó anyagok besorolására szolgáló Vegyi anyagok osztályozásának és címkézésének egyetemes harmonizált
rendszere (Globally Harmonised System, GHS) szerint minõsítsék és sorolják be (9).

A vizsgáló laboratóriumnak a vizsgálat elvégzése elõtt a vizsgálandó anyaggal kapcsolatos minden rendelkezésre álló
információt figyelembe kell vennie. Ilyen információk az anyag megjelölése és kémiai szerkezete; fizikai-kémiai tulaj-
donságai; bármely más, az anyaggal elvégzett in vitro vagy in vivo toxicitási vizsgálat eredményei; szerkezetileg rokon
anyagok toxikológiai adatai és az anyag várható alkalmazása(i). Ezekre az információkra azért van szükség, hogy min-
den érintett meggyõzõdjön arról, hogy a vizsgálat releváns az emberi egészség védelme szempontjából, és elõsegíti majd
a megfelelõ kezdõdózis kiválasztását.

1.2. Fogalommeghatározások
»Akut orális toxicitás«: a vizsgálandó anyag egyszeri vagy 24 órán belül többszöri dózisának szájon át történõ beadá-

sát követõen jelentkezõ káros hatások.
»Késleltetett elhullás«: egy állat 48 órán belül nem hull el, illetve nem tûnik elhullásközeli állapotban lévõnek, de ké-

sõbb, a 14 napos megfigyelési idõszak során elpusztul.
»Dózis«: a vizsgálandó anyag beadott mennyisége. A dózist a vizsgálandó anyagnak a kísérleti állatok testtömeg-egy-

ségére számított tömegében (pl. mg/kg) fejezik ki.
»Nyilvánvaló toxicitás«: a vizsgálandó anyag beadását követõen jól látható mérgezési tüneteket leíró általános kifeje-

zés [a példákat lásd a (3) hivatkozásban], amelynél a következõ legmagasabb rögzített dózis esetében a legtöbb állatnál
súlyos fájdalom vagy súlyos szorongás tartós jelei, elhullásközeli állapot [az ezzel kapcsolatos kritériumok a Humane
Endpoints Guidance Documentben (8) szerepelnek], vagy valószínû elhullás várható.

»GHS«: Vegyi anyagok osztályozásának és címkézésének egyetemes harmonizált rendszere. Az OECD (emberi
egészség és környezet), az ENSZ Veszélyes Anyagok Szállításának Szakértõi Bizottsága (fizikai-kémiai tulajdonságok)
és az ILO (veszély nyilvánosságra hozatala) közös tevékenysége, amelyet a Szervezetek közötti program a vegyi anya-
gok helyes kezelésére (Interorganisation Programme of the Sound Management of Chemicals, IOMC) koordinál.

»Közeli elhullás«: amikor a legközelebbi tervezett megfigyelés idõpontja elõtt elhullásközeli állapot kialakulása vagy
elhullás várható. Rágcsálók esetében erre utaló jelek lehetnek a görcsök, az oldalhelyzet, a fekvõhelyzet és a remegés.
[A további részleteket lásd a Humane Endpoints Guidance Documentben (8)].
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»LD50: (közepes letális dózis)«: a vizsgálandó anyag statisztikailag levezetett egyszeri olyan dózisa, amely orálisan be-
adva az állatok 50%-ának elhullását okozza. Az LD50-értéket a vizsgálandó anyagnak a kísérleti állatok testtömeg-egysé-
gére számított tömegében (mg/kg) fejezik ki.

»Határdózis«: egy, a vizsgálhatóság felsõ határánál lévõ dózis (2000 vagy 5000 mg/kg).
»Elhullásközeli állapot«: az esetleges kezelés ellenére is az elhullás közelében lévõ állapot vagy túlélésre való képte-

lenség. [A további részleteket lásd a Humane Endpoints Guidance Documentben (8)].
»Megjósolható elhullás«: a kísérlet tervezett vége elõtt, a jövõben egy ismert idõpontban való elhullásra utaló klinikai

tünetek megléte, például: a víz vagy az élelem elérésére való képtelenség. [A további részleteket lásd Humane Endpoints
Guidance Documentben (8).]

1.3. A vizsgálati módszer elve

Azonos ivarba tartozó állatok csoportjainak egy lépcsõzetes eljárás során 5, 50, 300 és 2000 mg/kg-os rögzített dózi-
sok alkalmazásával kell beadni a vizsgálandó anyagot (kivételes esetben egy további, 5000 mg/kg-os rögzített dózis is
alkalmazható; lásd az 1.6.2. szakaszt). A kiindulási dózist a dózisbehatároló vizsgálat alapján kell megválasztani úgy,
hogy az várhatóan mérgezési tüneteket eredményezzen, de ne okozzon súlyos mérgezést vagy elhullást. A fájdalomhoz,
szenvedéshez és közeli elhulláshoz társuló klinikai tüneteket és állapotot részletesen egy külön OECD Útmutató (8) is-
merteti. A mérgezési tünetek megjelenésétõl vagy az elhullás bekövetkeztétõl vagy ezek elmaradásától függõen további
állatcsoportok is kezelhetõk magasabb vagy alacsonyabb rögzített dózissal. Az eljárást folytatni kell, amíg meg nem ta-
lálják azt a dózist, amely nyilvánvaló toxicitást vagy legfeljebb egy elhullást okoz, vagy ha a legmagasabb dózisnál nem
figyelnek meg semmilyen hatást, vagy ha a legalacsonyabb dózisnál elhullanak állatok.

1.4. A vizsgálati módszer ismertetése

1.4.1. Az állatfaj kiválasztása
A preferált rágcsálófaj a patkány, bár más rágcsálófajok is alkalmazhatók. Általában nõstényeket használnak (7).

Ennek az az oka, hogy a hagyományos LD50-vizsgálatokra vonatkozó szakirodalom áttekintése alapján általában kicsi a
különbség a nemek érzékenysége között, de azokban az esetekben, amikor megfigyelhetõ különbség, a nõstények általá-
ban valamivel érzékenyebbek (10). Azonban ha a szerkezetileg rokon vegyületek toxikológiai vagy toxikokinetikai tu-
lajdonságaival kapcsolatos adatok szerint a hímek nagyobb érzékenysége valószínûsíthetõ, akkor hímeket kell alkalmaz-
ni. Megfelelõen meg kell indokolni, ha a vizsgálatot hímekkel végzik.

Általánosan használt laboratóriumi törzsekbõl származó egészséges, fiatal felnõtt állatokat kell alkalmazni. Olyan
nõstényeket kell választani, amelyek még egyszer sem ellettek, és nem vemhesek. Az adagolás megkezdésekor az álla-
toknak 8–12 hetesnek kell lenniük, és testtömegük nem térhet el ±20%-nál többel az esetlegesen korábban kezelt állatok
testtömegének átlagától.

1.4.2. Az állatok tartásának és etetésének körülményei
A kísérleti állatokat 22 °C (±3 °C) hõmérsékletû helyiségben kell tartani. Bár a helyiség relatív páratartalmának leg-

alább 30%-nak kell lennie, illetve a takarítás idõtartamától eltekintve lehetõleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek
50 és 60% között kell lennie. A világítás legyen mesterséges; 12 órás világos és 12 órás sötét periódusok váltsák egy-
mást. Az etetéshez standard laboratóriumi takarmány alkalmazható, korlátlan mennyiségû ivóvíz biztosítása mellett. Az
állatokat lehet vizsgált dózisonként egy ketrecben tartani, de az egy ketrecben lévõ állatok számát úgy kell megválaszta-
ni, hogy az ne zavarja az egyes állatok megfigyelését.

1.4.3. Az állatok elõkészítése
Az állatokat véletlenszerûen kell kiválasztani, majd egyedi azonosítóval kell ellátni, és a kezelés megkezdése elõtt

legalább 5 napig a ketrecükben kell tartani õket, hogy hozzászokhassanak a laboratóriumi körülményekhez.
1.4.4. A dózisok elõkészítése
A vizsgálandó anyagokat általában a vizsgálandó dózistartományon belül állandó térfogatban kell beadni úgy, hogy a

dóziskészítmény koncentrációját változtatják. Azonban ha folyékony végterméket vagy keveréket vizsgálnak, a vizsgá-
latot követõ kockázatértékelés szempontjából megfelelõbb lehet, ha a vizsgálandó anyagot hígítatlanul, azaz állandó
koncentrációban alkalmazzák, illetve egyes szabályozó hatóságok ezt írják elõ. A maximálisan beadható dózistérfogatot
azonban egyik esetben sem szabad túllépni. Az, hogy egyszerre maximálisan mekkora térfogatú folyadékot lehet beadni,
a kísérleti állat méretétõl függ. Rágcsálók esetében a térfogat általában nem haladhatja meg az 1 ml/100 g testtö-
meg-arányt: vizes oldatok esetében azonban 2 ml/100 g testtömeg-arány is megfontolható. A dóziskészítmény formulá-
zásakor – ahol lehet – a vizes oldatok/szuszpenziók/emulziók alkalmazása javasolt, másodsorban az olajos (pl. kukorica-
csíra-olajban elkészített) oldatok/szuszpenziók/emulziók, és harmadsorban esetlegesen más vivõanyagokban elkészített
oldatok. A víztõl eltérõ vivõanyagok esetében ismerni kell a vivõanyag toxikológiai tulajdonságait. A dózisokat a beadás
elõtt rövid idõvel kell elkészíteni, kivéve, ha ismert és igazoltan elfogadható a készítmény stabilitása az alkalmazás idõ-
tartama alatt.
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1.5. Eljárás

1.5.1. A dózisok beadása
A vizsgálandó anyagot egyetlen dózisban, gyomorszondán vagy egy megfelelõ intubációs kanülön át történõ táplálás-

sal kell beadni. Abban a rendkívüli esetben, ha nem lehetséges egyetlen dózist alkalmazni, a dózis egy 24 órát nem meg-
haladó idõtartam alatt kisebb részletekben is beadható.

A kezelés elõtt az állatokat éheztetni kell (pl. patkány esetében egy éjszakán át meg kell vonni a táplálékot, de a vizet
nem; egér esetében 3–4 órára kell megvonni a táplálékot, de a vizet nem). A koplaltatási idõszakot követõen meg kell
mérni az állatok testtömegét, majd be kell adni a vizsgálandó anyagot. Az anyag beadása után a táplálékot újra meg lehet
vonni – patkány esetében 3–4 órára, egér esetében 1–2 órára. Ha egy dózist részletekben adnak be, a beadás idõtartamá-
tól függõen menet közben szükség lehet arra, hogy az állatoknak táplálékot és vizet adjanak.

1.5.2. Dózisbehatároló vizsgálat
A dózisbehatároló vizsgálat célja, hogy ki lehessen választani a megfelelõ kezdõdózist a fõ vizsgálathoz. A vizsgálan-

dó anyagot az 1. mellékletben bemutatott folyamatábra szerint egymás után kell beadni egy-egy állatnak. A dózisbehatá-
roló vizsgálat akkor fejezõdik be, amikor meghozható a döntés a fõ vizsgálatban alkalmazandó kezdõdózisról (vagy ha a
legalacsonyabb rögzített dózisnál elhullás történik).

A dózisbehatároló vizsgálatban a kezdõdózist a következõ rögzített dózisok közül választják ki: 5, 50, 300 és
2000 mg/kg aszerint, hogy a lehetõleg ugyanezzel az anyaggal vagy szerkezetileg rokon anyagokkal kapott in vivo vagy
in vitro adatok alapján várhatóan melyik eredményez nyilvánvaló toxicitást. Ilyen információk hiányában a kezdõdózist
300 mg/kg-ban kell megállapítani.

Az egyes állatok kezelése között legalább 24 órának el kell telnie. Minden állatot legalább 14 napig megfigyelés alatt
kell tartani.

Kivételes esetben és kizárólag akkor, ha konkrét jogszabályi követelmény indokolja, megfontolás tárgyává lehet tenni
egy további, 5000 mg/kg-os felsõ rögzített dózis alkalmazását (lásd a 3. mellékletet). Az állatok kímélete érdekében a
GHS 5. kategóriában (2000–5000 mg/kg tartomány) nem ajánlott állatokkal kísérletezni, és csak abban az esetben sza-
bad ilyet tervezni, ha nagy a valószínûsége, hogy egy ilyen vizsgálat eredményei közvetlen jelenõséggel bírnak az em-
beri vagy állati egészség, illetve a környezet védelme szempontjából.

Olyan esetekben, amikor a dózisbehatároló vizsgálatban a legalacsonyabb rögzített dózissal (5 mg/kg) kezelt állat el-
hullik, az általános eljárás szerint be kell fejezni a vizsgálatot és az anyagot a GHS 1. kategóriába kell besorolni (ahogyan
az az 1. mellékletben látható). Ha azonban szükség van a besorolás további megerõsítésére, az alábbiak szerinti opcioná-
lis kiegészítõ eljárás alkalmazható. Egy második állatnak is beadjuk az 5 mg/kg-os dózist. Ha ez is elhullik, akkor az
megerõsíti a GHS 1. kategóriába való besorolást, és a vizsgálatot azonnal be kell fejezni. Ha a második állat életben ma-
rad, akkor legfeljebb három további állaton kell elvégezni az 5 mg/kg-os dózissal történõ vizsgálatot. Mivel nagy az el-
hullás kockázata, az állatok kímélete érdekében egymás után kell õket kezelni. Az egyes állatok kezelése között eltelt
idõt úgy kell megválasztani, hogy elegendõ legyen annak megállapítására, hogy az elõzõleg kezelt állat valószínûleg
életben marad. Ha egy második állat is elhullik, azonnal be kell fejezni a kezeléseket, és több állatnak már nem szabad
beadni az anyagot. Mivel a második elhullás bekövetkezte miatt (függetlenül attól, hogy a vizsgálatok befejezéséig hány
állatot kezeltek) az »A« eredményhez jutnak (legalább 2 elhulláseset), a 2. melléklet 5 mg/kg-os rögzített dózisánál érvé-
nyes besorolási szabályt kell követni (ha legalább 2 elhullás történt, akkor 1. kategória, ha legfeljebb 1 elhullás történt,
akkor 2. kategória). A 4. mellékletben pedig azzal kapcsolatos útmutatást tartalmaz, hogy az új Vegyi anyagok osztályo-
zásának és címkézésének egyetemes harmonizált rendszere (GHS) bevezetéséig az anyagokat hogyan kell az EU-rend-
szer szerinti kategóriákba besorolni.

1.5.3. Fõ vizsgálat
1.5.3.1. Az állatok száma és a dózisok
A kezdõdózissal történõ vizsgálat utáni teendõket a 2. mellékletben található folyamatábra mutatja. Három lehetséges

alternatíva létezik: vagy le kell állítani a vizsgálatot, és be kell sorolni az anyagot a megfelelõ veszélyességi kategóriába,
vagy magasabb rögzített dózissal kell folytatni a vizsgálatot, vagy alacsonyabb rögzített dózissal. Az állatok védelme ér-
dekében azonban a fõ vizsgálatban már nem szabad olyan dózissal kísérletezni, amely a dózisbehatároló vizsgálatban el-
hullást okozott (lásd a 2. mellékletet). A tapasztalatok azt mutatják, hogy a kezdõdózissal végzett vizsgálatok legvalószí-
nûbb eredménye, hogy az anyagot be lehet valamilyen kategóriába sorolni és nincs szükség további vizsgálatokra.

Általában összesen öt-öt, azonos ivarú állatnak kell beadni az egyes vizsgált dózisokat. Ebbõl az öt állatból egyet a dó-
zisbehatároló vizsgálat során kezelnek az adott dózissal, és ehhez járul a további négy állat (kivéve abban a szokatlan
esetben, ha a fõ vizsgálatban használt dózist nem alkalmazták a dózisbehatároló vizsgálatban).

Az egyes dózisok vizsgálata közötti idõtartamot a mérgezési tünetek megjelenésének idõpontja, idõtartama és súlyos-
sága határozza meg. Az állatok következõ dózissal történõ kezelését nem szabad megkezdeni mindaddig, amíg meg nem
bizonyosodtak arról, hogy az elõzõleg kezelt állatok életben maradnak. Szükség esetén ajánlott ez egyes dózisokkal való
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kezelések között 3 vagy 4 napos szünetet tartani, hogy meg lehessen figyelni a késleltetett toxicitást. Ennek idõtartama
szükség esetén – pl. nem meggyõzõ válasz esetében – módosítható.

Ha egy felsõ, 5000 mg/kg-os dózis alkalmazást is tervbe vesznek, a 3. mellékletben vázolt eljárást kell követni (lásd
még az 1.6.2. szakaszt).

1.5.3.2. Határérték-vizsgálat
Határérték-vizsgálatot elsõsorban olyan helyzetekben kell végezni, ha a kísérletet végzõnek olyan információi van-

nak, amelyek szerint a vizsgálandó anyag valószínûleg nem toxikus, azaz csak a hatósági határérték-dózisok felett toxi-
kus. A vizsgálandó anyag toxicitásával kapcsolatban hasonló vegyületek vagy keverékek vagy termékek vizsgálataiból
szerezhetõ információ, figyelembe véve a toxikológiai szempontból fontos komponenseket, illetve azok százalékos ará-
nyát. Olyan esetekben, ha kevés az anyag toxicitásával kapcsolatos információ, vagy egyáltalán nem áll rendelkezésre,
vagy ha a vizsgálandó anyag várhatóan toxikus, a fõ vizsgálatot kell elvégezni.

Ezen iránymutatás céljára határérték-vizsgálatként a normál eljárás alkalmazásával történõ, 2000 mg/kg-os (vagy ki-
vételes esetben 5000 mg/kg-os) kezdõdózissal végzett dózisbehatároló vizsgálat, majd ezt követõen további négy állat
ugyanezzel a dózissal történõ kezelése szolgál.

1.6. Megfigyelések

Az állatokat a dózis beadása után egyedileg kell megfigyelni, legalább az elsõ 30 percben, azután az elsõ 24 órában
rendszeres idõközönként, amelynek során különös figyelemmel kell õket kísérni az elsõ 4 órában, majd ezt követõen na-
ponta, összesen 14 napon át, kivéve, ha az állatot állatjóléti okok miatt ki kell venni a vizsgálatból, és humánus módon
exterminálni kell, vagy ha az állat elhullik. A megfigyelés idõtartamát azonban nem szabad mereven meghatározni. Ezt a
mérgezési reakciók, illetve a gyógyulás kezdete és idõtartama alapján kell meghatározni, és ilyen módon szükség esetén
meg lehet hosszabbítani. Fontos a mérgezési tünetek megjelenésének, illetve megszûnésének idõpontja, különösen, ha a
mérgezési tünetek inkább késleltetve jelentkeznek (11). Minden megfigyelést szisztematikusan rögzíteni kell olyan mó-
don, hogy minden állat esetében önálló adatsort vesznek fel.

Ha a mérgezési tünetek tartósak, további megfigyelésekre van szükség. Meg kell figyelni a bõr és a szõrzet, a szemek
és a nyálkahártyák, valamint a légzési és a keringési rendszer, az autonóm és a központi idegrendszer, illetve a szomato-
motoros aktivitás és a viselkedési mintázatok változásait. Figyelemmel kell lenni remegés, görcsök, nyáladzás, hasme-
nés, letargia, alvás és kóma elõfordulására is. A Humane Endpoints Guidance Documentben összefoglalt alapelveket és
követelményeket is figyelembe kell venni (8). Humánus módon exterminálni kell az elhullásközeli állapotban lévõ álla-
tokat, illetve azokat, amelyek súlyos fájdalom vagy tartós szorongás jeleit mutatják. Ha az állatokat humánus okok miatt
exterminálni kell, vagy elhullanak, a lehetõ legpontosabban fel kell jegyezni az elhullás idõpontját is.

1.6.1. Testtömeg
Röviddel a vizsgálandó anyag beadása elõtt és legalább egy héttel utána minden állat testtömegét egyenként meg kell

mérni. A testtömeg-változást ki kell számítani és fel kell jegyezni. A vizsgálat végén az életben maradt állatokat újra meg
kell mérni, majd humánus módon exterminálni kell õket.

1.6.2. Kórbonctani vizsgálat
Minden kísérleti állatot makroszkópos boncolásnak kell alávetni (azokat is, amelyek a vizsgálat során elpusztultak,

vagy amelyeket állatjóléti okok miatt ki kellett venni a vizsgálatból). Minden állat esetében az összes makroszkópos kór-
tani elváltozást fel kell jegyezni. A kezdõdózis beadása után legalább 24 óráig túlélõ állatok esetében tervbe lehet venni a
makroszkópos kórtani elváltozást mutató szervek mikroszkópos vizsgálatát is, mivel abból hasznos információk
nyerhetõk.

2. ADATOK

Az állatokra vonatkozóan egyedi adatsorokat kell felvenni. Emellett az összes adatot táblázatos formában is össze kell
foglalni úgy, hogy minden vizsgálati csoportra vonatkozóan mutassa a csoportban lévõ kísérleti állatok számát, valamint
azoknak a számát, amelyeknél mérgezési tünetek láthatók, amelyek a vizsgálat során elhullottak vagy humánus módon
exterminálásra kerültek, az egyes állatok elhullásának idõpontját, a toxikus hatások leírását, idõbeli lefolyását és vissza-
fordíthatóságát, valamint a boncolások eredményeit.

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés

A vizsgálati jelentésnek megfelelõ módon a következõ információkat kell tartalmaznia:
Vizsgálandó anyag:
– fizikai megjelenés, tisztaság és ha releváns, a fizikai-kémiai tulajdonságok (ezen belül az izomerizáció is);
– azonosító adatok, ezen belül a CAS-szám.
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Vivõanyag (szükség esetén):
– ha a vivõanyag nem víz, akkor ennek indoklása.
Kísérleti állatok:
– az alkalmazott faj/törzs;
– az állatok mikrobiológiai státusza, feltéve, hogy ismert;
– az állatok száma, életkora és ivara (ezen belül adott esetben annak oka, hogy nõstények helyett miért hímeket alkal-

maztak);
– az állatok származása, tartásának körülményei, takarmánya stb.;
Kísérleti körülmények:
– a vizsgálandó anyag formulázására vonatkozó információk, ezen belül a beadott anyag fizikai formájával kapcsola-

tos adatok;
– a vizsgálandó anyag beadására vonatkozó információk, ezen belül a beadott térfogat és a beadás idõpontja;
– a táplálék és a víz minõsége (ezen belül a takarmány típusa/forrása, a víz forrása);
– a kezdõdózis kiválasztásának indoklása.
Eredmények:
– a válaszadatok és a dózisok táblázatos formában történõ megadása minden egyes állatra vonatkozóan (azaz a mér-

gezési tüneteket mutató és elhullt állatokra; a hatások jellege, súlyossága és idõtartama);
– a testtömeg-adatok és a testtömeg-változások táblázatos formában történõ megadása;
– az egyes állatok testtömege a dózis beadásának napján, azt követõen hetente, valamint az elhullás vagy exterminá-

lás idõpontjában;
– a tervezett exterminálás elõtti elhullás napja és ideje;
– a mérgezési tünetek megjelenése és idõbeli lefolyása, valamint esetleges visszafordíthatósága minden egyes állatra

vonatkozóan;
– a boncolások és adott esetben a kórszövettani vizsgálatok eredményei minden egyes állatra vonatkozóan.
Az eredmények diszkussziója és értelmezése.
Következtetések.
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3. melléklet

A várhatóan 2000 mg/kg feletti LD50-értékkel rendelkezõ vizsgálandó anyagok
vizsgálatok nélküli osztályozásának kritériumai

Az 5. veszélyességi kategória kritériumait úgy állapították meg, hogy lehetõvé tegyék azoknak a vizsgálandó anya-
goknak a meghatározását, amelyek akut toxicitási kockázata viszonylag alacsony, de bizonyos körülmények között ve-
szélyt jelenthetnek az érzékeny populációkra. Az ilyen anyagok orális vagy dermális LD50-értéke várhatóan 2000 és
5000 mg/kg közötti tartományban van, vagy ezzel egyenértékû dózisoknak megfelelõ az egyéb beadási módok esetében.
A vizsgálandó anyagokat az alábbi esetekben lehet a 2000 mg/kg < LD50 < 5000 mg/kg veszélyességi kategóriába (GHS
5. kategória) sorolni:

a) ha a 2. mellékletben bemutatott, az elhullási gyakoriságon alapuló vizsgálati sémák bármelyike szerint ebbe a kate-
góriába kell sorolni

b) ha hitelt érdemlõ bizonyíték van már arra, hogy az anyag LD50-értéke az 5. kategóriában megadott tartományba
esik; vagy más állatkísérletek vagy humán toxikus hatások akut jellegû humán egészségügyi veszélyt jeleznek

c) adatok extrapolálásával, becslésével vagy mérésével, ha egy veszélyesebb osztályba való besorolás nem indokolt,
és

– hitelt érdemlõ információk állnak rendelkezésre, amelyek emberben jelentõs toxikus hatásokra utalnak, vagy
– a legfeljebb a 4. kategóriának megfelelõ értékekkel elvégzett, orális beadási móddal történõ vizsgálatok során el-

hullás történt, vagy
– ha legfeljebb a 4. kategóriának megfelelõ értékekkel elvégzett vizsgálat alapján a szakértõk véleménye megerõsíti a

toxicitás szignifikáns klinikai tüneteit, kivéve a hasmenést, szõrmeredezést vagy gondozatlan megjelenést, vagy
– ha a szakértõk véleménye megerõsíti azokat a hitelt érdemlõ információkat, amelyek más állatkísérletekben tapasz-

talt szignifikáns akut hatásokat valószínûsítenek.

2000 mg/kg feletti dózisokkal történõ vizsgálat
Kivételes esetben és kizárólag akkor, ha ezt konkrét jogszabályi követelmény indokolja, tervbe lehet venni egy továb-

bi felsõ, 5000 mg/kg-os rögzített dózis alkalmazást. Az állatok jólétének védelme iránti igényt elismerve nem ajánlott az
5000 mg/kg-os dózis alkalmazása, és csak akkor szabad fontolóra venni, ha nagy a valószínûsége, hogy az ilyen vizsgá-
latok eredményei közvetlen jelentõséggel bírnak az állati vagy emberi egészség védelme szempontjából (9).

Dózisbehatároló vizsgálat
Az 1. mellékletben bemutatott lépcsõzetes eljárás során irányadó döntési szabályokat ki lehet terjeszteni úgy, hogy

5000 mg/kg-os dózisszintet is lehessen alkalmazni. Ha tehát a dózisbehatároló vizsgálathoz 5000 mg/kg-os kezdõdózist
alkalmaznak, az »A« eredmény (elhullás) esetén egy második állatnak 2000 mg/kg-os dózist kell beadni. »B« vagy
»C« eredmény esetén (nyilvánvaló toxicitás vagy nincs toxicitás) a fõ vizsgálatban 5000 mg/kg-os kezdõdózis is alkal-
mazható. Hasonló módon, ha az 5000 mg/kg-os dózistól eltérõ kezdõdózist alkalmaznak, a 2000 mg/kg-os dózis alkal-
mazásakor kapott »B« vagy »C« eredmény esetén a vizsgálatot 5000 mg/kg-os dózissal kell folytatni. Ha ezt követõen az
»A« eredményhez jutnak, a fõ vizsgálatban 2000 mg/kg-os kezdõdózist kell alkalmazni, »B« vagy »C« eredmény esetén
pedig 5000 mg/kg-os kezdõdózist.

Fõ vizsgálat
A 2. mellékletben bemutatott lépcsõzetes eljárás során irányadó döntési szabályokat ki lehet terjeszteni úgy, hogy

5000 mg/kg-os dózisszintet is lehessen alkalmazni. Ha tehát a fõ vizsgálathoz 5000 mg/kg-os kezdõdózist alkalmaznak,
az »A« eredmény (� 2 elhullás) esetén egy második csoportnak 2000 mg/kg-os dózist kell beadni. »B« eredmény (nyil-
vánvaló toxicitás és/vagy � 1 elhullás) vagy »C« eredmény (nincs toxicitás) esetén az anyagot a GHS rendszer szerint be
nem soroltnak kell tekinteni. Hasonló módon, ha az 5000 mg/kg-os dózistól eltérõ kezdõdózist alkalmaznak, a
2000 mg/kg-os dózis alkalmazásakor kapott »C« eredmény esetén a vizsgálatot 5000 mg/kg-os dózissal kell folytatni.
Ha ezt követõen az »A« eredményhez jutnak, az anyagot a GHS 5. kategóriába kell sorolni, »B« vagy »C« eredmény ese-
tén pedig be nem soroltnak kell tekinteni.
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4. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

B.4. AKUT TOXICITÁS: BÕRIRRITÁCIÓ/BÕRKORRÓZIÓS HATÁS

1. MÓDSZER

Ez a mód szer egyen ér té kû az OECD TG 404 (2002) mód szer rel.

1.1. Be ve ze tés

En nek a to vább fej lesz tett mód szer nek a ki dol go zá sa so rán kü lön fi gyel met szen tel tek az ál lat jó lé ti szem pon tok kal
kap cso la tos le het sé ges ja ví tó be avat ko zá sok nak és a vizs gá lan dó anyag gal kap cso lat ban ren del ke zés re álló összes in for -
má ció ki ér té ke lé sé nek, hogy ez ál tal el ke rül he tõ le gyen a la bo ra tó ri u mi ál la to kon tör té nõ szük ség te len kí sér le te zés.
A mód szer aján lást fo gal maz meg arra néz ve, hogy az anyag kor ró zi ós vagy ir ri tá ló ha tá sá nak vizs gá la tá ra elõ írt in vivo
kí sér let el vég zé se elõtt el kell vé gez ni a ren del ke zés re álló ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé sét (we ight-of-the-evi den ce
analy sis). Ha nem áll ren del ke zés re ele gen dõ adat, ak kor ezek mennyi sé ge lép csõ ze tes vizs gá la tok al kal ma zá sá val nö -
vel he tõ (1). A vizs gá la ti stra té gia ré szét ké pe zi va li dált és el fo ga dott in vit ro vizs gá la tok vég zé se, ame lyek a mód szer hez 
csa tolt mel lék let ben ke rül nek is mer te tés re. Emel lett ja va solt, hogy – ahol le het – a ki in du lá si in vivo vizs gá lat so rán az
ál lat ra ne egy szer re, ha nem idõ ben egy más után he lyez zék fel a há rom teszt ta paszt.

A tu do má nyos éssze rû ség és az ál la tok kí mé le te ér de ké ben nem sza bad in vivo vizs gá la to kat vé gez ni mind ad dig, amíg 
az anyag po ten ci á lis kor ró zi ós/bõr ir ri tá ló ha tá sá ra vo nat ko zó összes ren del ke zés re álló ada ton el nem vé gez ték azok bi -
zo nyí tó ere jé nek elem zé sét. Ilyen ada tok az em be re ken és/vagy la bo ra tó ri u mi ál la to kon el vég zett vizs gá la tok ered mé -
nyei, a szer ke ze ti leg ro kon anya gok vagy ele gye ik kor ró zi ós/ir ri tá ló ha tá sa i val kap cso la tos bi zo nyí té kok, az anyag erõs
sa vas sá gát vagy lú gos sá gát iga zo ló ada tok (2) (3), valamint a va li dált és el fo ga dott in vit ro vagy ex vivo vizs gá la tok ból
ka pott ered mé nyek (4) (5) (5a). Az elem zés nek csök ken te nie kell az in vivo bõr kor ró zi ós/bõr ir ri tá ci ós vizs gá la tok irán ti
igényt azok nak az anya gok nak az ese té ben, ame lyek re az em lí tett két vég pont te kin te té ben más vizs gá la tok ból ele gen dõ
bi zo nyí ték áll rendelkezésre.

A pre fe rált lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia, amely va li dált és el fo ga dott in vit ro vagy ex vivo kor ró zi ós/ir ri tá ci ós vizs -
gá la tok el vég zé sét is ma gá ban fog lal ja, a mód szer hez csa tolt mel lék let ben ke rül is mer te tés re. A stra té gi át egy
OECD-mun ka ér te kez let (6) részt ve või dol goz ták ki, ja va sol ták egy han gú lag, majd fo gad ták el mint a Ve gyi anya gok
osz tá lyo zá sá nak és cím ké zé sé nek egye te mes har mo ni zált rend szer e (GHS) (7) aján lott vizs gá la ti stra té gi á ját. Az in vivo
vizs gá la tok el vég zé se elõtt ezt a vizs gá la ti stra té gi át ja va solt kö vet ni. Új anya gok ese té ben ez az aján lott lép csõ ze tes
vizs gá la ti meg kö ze lí tés a tu do má nyos szem pont ból meg fe le lõ ada tok gyûj té sé re az anyag kor ró zi ós/ir ri tá ló ha tá sa i val
kap cso la to san. Is mert anya gok ese té ben, ha nem áll ren del ke zés re ele gen dõ adat a bõr kor ró zi ós/bõr ir ri tá ló ha tá sok ról,
en nek a stra té gi á nak az al kal ma zá sá val kell pó tol ni a hi ány zó ada to kat. Meg fe le lõ en meg kell in do kol ni az et tõl el té rõ
vizs gá la ti stra té gia vagy el já rás al kal ma zá sát, vagy ha úgy dön te nek, hogy nem hasz nál ják a lép csõ ze tes vizsgálati
megközelítést.

Ha a kor ró zi ós vagy ir ri tá ló ha tá so kat nem le het meg ha tá roz ni az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé sé vel, a lép csõ ze -
tes vizs gá la ti stra té gi á val össz hang ban fon to ló ra kell ven ni in vivo vizs gá la tok el vég zé sét (lásd a mel lék let ben).

1.2. Fo ga lom meg ha tá ro zá sok
 »Bõr ir ri tá ció«: a vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sát kö ve tõ en 4 órán be lül meg je le nõ, vissza for dít ha tó bõr ká ro so dás.

»Bõr kor ró zi ós ha tás«: a vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sát kö ve tõ en négy órán be lül meg je le nõ, vissza for dít ha tat lan
bõr ká ro so dás, azaz a fel há mon át az ir há ra is át ter je dõ lát ha tó szö vet el ha lás. A kor ró zi ós re ak ci ót fe ké lyek, vér zés, vé res
var, illetve a 14 na pos meg fi gye lé si idõ szak vé gén a bõr ki fe hé re dé se  miatti el szí ne zõ dé sek, tel je sen szõr te len te rü le tek
és he gek jel lem zik. A prob lé más lé zi ók ki ér té ke lé se ér de ké ben fon to ló ra kell ven ni kór szö vet ta ni vizs gá la tok
elvégzését.

1.3. A vizs gá la ti mód szer elve
 A vizs gá lan dó anya got egyet len dó zis ban kell al kal maz ni a kí sér le ti ál lat bõ rén; a vizs gált ál lat nem ke zelt bõr fe lü le tei 
szol gál nak kont roll ként. Az ir ri tá ció/kor ró zió mér té két meg ha tá ro zott idõ kö zön ként kell el len õriz ni és ér té kel ni, to váb -
bá a ha tá sok tel jes ki ér té ke lé se ér de ké ben rész le te seb ben is is mer tet ni. A vizs gá lat idõ tar ta má nak elég hosszú nak kell
len nie ah hoz, hogy meg le hes sen ha tá roz ni a meg fi gyelt ha tá sok vissza for dít ha tó sá gát vagy vissza for dít ha tat lan sá gát.

A vizs gá lat bár mely fá zi sá ban tar tós sú lyos szo ron gás és/vagy fáj da lom je le it mu ta tó ál la to kat hu má nus mó don ex ter -
mi nál ni kell, és az anya got en nek meg fe le lõ en kell ér té kel ni. Az el hul lás kö ze lé ben lévõ és sú lyo san szen ve dõ ál la tok
hu má nus mó don tör té nõ ex ter mi ná lá sá ról  szóló dön tés sel kap cso la tos kri té ri u mok a (8) hi vat ko zás ban ta lál ha tók.
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1.4. A vizs gá la ti mód szer is mer te té se
 1.4.1. Az in vivo vizs gá lat elõ ké szí té se

1.4.1.1. Az ál lat faj ki vá lasz tá sa
A pre fe rált la bo ra tó ri u mi ál lat faj az al bí nó nyúl, és egész sé ges, fi a tal fel nõtt ál la to kat kell al kal maz ni. Más fa jok al kal -

ma zá sát meg fe le lõ en indokolni kell.
1.4.1.2. Az ál la tok elõ ké szí té se
A vizs gá lat elõtt kö rül be lül 24 órá val el kell tá vo lí ta ni az ál lat szõr ze tét úgy, hogy tel je sen le kell nyír ni az ál lat tör zsé -

nek dor zá lis te rü le tét. Vi gyáz ni kell arra, hogy eköz ben ne dör zsöl jék ki az ál lat bõ rét, és csak olyan ál la to kat sza bad al -
kal maz ni, amelyek bõre ép és egészséges.

Egyes nyúl tör zsek szõr ze te sûrû fol tok ban nõ, ame lyek az év egyes sza ka sza i ban még szem be tû nõb bek. Nem sza bad
vizs gá la ti te rü let ként hasz nál ni az ilyen sûrû szõr zet nö ve ke dés sel jellemzett részeket.

1.4.1.3. Az ál la tok tar tá sá nak és ete té sé nek kö rül mé nyei
Az ál la to kat egye di leg kell el he lyez ni. Nyu lak ese té ben a kí sér le ti he lyi ség hõ mér sék le té nek 20 °C (±3 °C)-nak kell

len nie. Bár a he lyi ség re la tív pá ra tar tal má nak leg alább 30%-nak kell len nie, illetve a ta ka rí tás idõ tar ta má tól el te kint ve
le he tõ leg ne ha lad ja meg a 70%-ot, a cél ér ték nek 50 és 60% kö zött kell len nie. A vi lá gí tás le gyen mes ter sé ges; 12 órás
vi lá gos és 12 órás sö tét pe ri ó du sok vált sák egy mást. Az ete tés hez stan dard la bo ra tó ri u mi takarmány alkalmazható,
korlátlan mennyiségû ivóvíz biztosítása mellett.

1.4.2. A vizs gá la ti el já rás
1.4.2.1. A vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sa
A vizs gá lan dó anya got egy kis (kö rül be lül 6 cm2-es) bõr te rü let re kell ki jut tat ni, majd egy géz ta passzal le kell ta kar ni,

és nem ir ri tá ló ra gasz tó sza lag gal kell a he lyén rög zí te ni. Olyan ese tek ben, ami kor a köz vet len al kal ma zás nem meg old -
ha tó (pl. fo lya dé kok vagy egyes masszák ese té ben), a vizs gá lan dó anya got elõ ször a géz ta pasz ra kell fel vin ni, és az után
azt kell a bõr re ten ni. Az ex po zí ci ós idõ tar ta má ra a ta pasz t la zán kell a bõr re rög zí te ni egy meg fe le lõ fé lig záró kö tés al -
kal ma zá sá val. Amennyi ben a vizs gá lan dó anya got a ta pasz ra vi szik fel, úgy kell a bõr re rög zí te ni, hogy meg fe le lõ le -
gyen a kon tak tus, és az anyag egyen le te sen oszol jon el a bõ rön. Gon dos kod ni kell arról, hogy az állat ne férjen hozzá a
tapaszhoz és ne nyelje le vagy lélegezze be a vizsgálandó anyagot.

A fo lyé kony vizs gá lan dó anya go kat ál ta lá ban hí gí tat la nul kell al kal maz ni. Szi lárd anya gok vizs gá la ta kor (ame lye ket
szük ség ese tén por rá le het õröl ni) a vizs gá lan dó anya got a le he tõ leg ki sebb, de a bõr rel való meg fe le lõ kon tak tus biz to sí -
tá sá hoz ele gen dõ mennyi sé gû víz zel (vagy ha szük sé ges, más meg fe le lõ vi võ anyag gal) meg kell ned ve sí te ni. Ha víz tõl
el té rõ vi võ anya got al kal maz nak, a vi võ anyag leg fel jebb mi ni má lis mértékben befolyásolhatja a vizsgálandó anyag által
gyakorolt irritáló hatást.

Ha meg old ha tó, az ál ta lá ban 4 órás ex po zí ci ós idõ vé gén az adott eset ben meg ma radt vizs gá lan dó anya got víz zel vagy 
más meg fe le lõ ol dó szer rel el kell tá vo lí ta ni, de vi gyáz ni kell arra, hogy ezzel ne le gye nek ha tás sal a meg lé võ vá lasz re ak -
ci ók ra vagy a felhám épségére.

1.4.2.2. A dó zi sok
A vizs gá la ti hely re 0,5 ml fo lya dé kot vagy 0,5 g szi lárd anya got vagy masszát kell fel vin ni.
1.4.2.3. Ki in du lá si vizs gá lat (in vivo bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós vizs gá lat egy ál lat fel hasz ná lá sá val)
Nyo ma té ko san aján lott, hogy az in vivo vizs gá la tot elõ ször egy ál la ton vé gez zék el, kü lö nö sen ak kor, ha az anyag gya -

nít ha tó an kor ró zi ós ha tá sú. Ez össz hang ban áll a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gi á val (lásd az 1. mellékletet).
Ha az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé se alap ján az anyag kor ró zi ós ha tá sú nak mi nõ sül, nin csen szük ség to váb bi ál -

lat kí sér le tek re. A leg több gya nít ha tó an kor ró zi ós ha tá sú anyag ese té ben ál ta lá ban szük ség te len to váb bi in vivo vizs gá la -
to kat vé gez ni. Ha azon ban nincs ele gen dõ bi zo nyí ték, és e miatt in do kolt nak lát szik a to váb bi adat gyûj tés, az aláb bi el já -
rás al kal ma zá sá val kor lá to zott ál lat kí sér le tek vé gez he tõk: az ál lat ra egy mást kö ve tõ en leg fel jebb há rom ta pasz t kell fel -
he lyez ni. Az elsõ ta pasz t há rom perc után el kell tá vo lí ta ni, és ha nem lát ha tók sú lyos bõr re ak ci ók, a má so dik ta pasz t is
fel kell he lyez ni, majd egy óra el tel té vel ezt is el kell tá vo lí ta ni. Ha a meg fi gye lé sek eb ben a sza kasz ban azt mu tat ják,
hogy hu má nu san meg en ged he tõ az ex po zí ció négy órára történõ meghosszabbítása, egy harmadik tapaszt is fel lehet
helyezni, majd négy óra múlva eltávolítani és kiértékelni a válaszreakciót.

Ha a há rom egy más utá ni ex po zí ció bár me lyi ke után kor ró zi ós ha tás ta pasz tal ha tó, a vizs gá la tot azon nal be kell fe jez -
ni. Ha az utol só ta pasz el tá vo lí tá sa után sem fi gyel he tõ meg kor ró zi ós ha tás, az ál la tot 14 na pon át meg kell fi gyel ni, ki -
vé ve, ha elõbb jelentkezik korróziós hatás.

Azok ban az ese tek ben, ami kor a vizs gá lan dó anyag vár ha tó an nem okoz kor ró zi ós ha tást, de ir ri tá ló le het, négy órá ra
kell fel he lyez ni egyet len tapaszt egy állatra.

1.4.2.4. Ellen õr zõ vizs gá lat (in vivo bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós vizs gá lat to váb bi ál la tok al kal ma zá sá val)
Ha a ki in du lá si vizs gá lat so rán nem fi gyel he tõ meg kor ró zi ós ha tás, leg fel jebb to váb bi két ál la ton egy-egy ta pasz és

négy órás ex po zí ci ós idõ al kal ma zá sá val meg kell erõ sí te ni az ir ri tá ci ót vagy a ne ga tív vá lasz re ak ci ó kat. Ha a ki in du lá si
vizs gá lat so rán ir ri tá ci ós vá laszt fi gyel tek meg, az ellen õr zõ vizs gá la tok lép csõ ze te sen is el vé gez he tõk, vagy úgy, hogy
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két to váb bi ál la tot egy szer re ke zel nek. Ab ban a ki vé te les eset ben, ha nem vé gez nek ki in du lá si vizs gá la tot, két vagy há -
rom ál la tot le het ke zel ni egy-egy ta passzal, ame lyet négy óra után tá vo lí ta nak el. Ha két ál la tot hasz nál nak, és mind ket tõ
ugyan olyan vá lasz re ak ci ót mu tat, nincs szük ség to váb bi vizs gá la tok ra. Egyéb eset ben egy har ma dik állatot is be kell
vonni a vizsgálatba. A nem egyértelmû válaszokat esetleg további állatok alkalmazásával kell értékelni.

1.4.2.5. Meg fi gye lé si idõ szak
A meg fi gye lé si idõ szak hosszát úgy kell meg vá lasz ta ni, hogy ele gen dõ le gyen a meg fi gyelt ha tá sok vissza for dít ha tó -

sá gá nak tel jes ki ér té ke lé sé re. A vizs gá la tot azon ban azon nal meg kell sza kí ta ni, ha az ál lat tar tó san sú lyos fáj da lom vagy 
szo ron gás je le it mu tat ja. A ha tá sok vissza for dít ha tó sá gá nak meg ha tá ro zá sá hoz az ál la to kat a ta pa szok el tá vo lí tá sa után
leg fel jebb 14 na pig meg kell fi gyel ni. Ha a vissza for dít ha tó ság a 14 napos idõszak vége elõtt bebizonyosodik, a kísérletet 
ekkor kell befejezni.

1.4.2.6. Kli ni kai meg fi gye lé sek és a bõr re ak ci ók ér té ke lé se
Min den ál lat nál meg kell vizs gál ni a bõr pír (eri té ma) vagy vi ze nyõ (ödé ma) je le it, to váb bá a ta pasz el tá vo lí tá sa után

60 perc cel, majd 24, 48 és 72 órá val ér té kel ni kell a vá lasz re ak ci ó kat. Az egy ál lat tal vég zett ki in du lá si vizs gá lat ban a
vizs gá la ti te rü le tet a ta pasz el tá vo lí tá sa után azon nal is meg kell vizs gál ni. A bõr re ak ci ó kat a csa tolt táb lá zat ban meg -
adot tak sze rint kell ér té kel ni és jegy zõ köny vez ni. Ha 72 órá nál sem ir ri tá ci ó ként, sem kor ró zi ó ként nem ér té kel he tõ bõr -
ká ro so dás lát ha tó, a ha tá sok vissza for dít ha tó sá gá nak meg ha tá ro zá sá hoz szük ség le het arra, hogy a meg fi gye lé se ket a
14. na pig foly tas sák. Az ir ri tá ció meg fi gye lé sén kí vül min den lo ká lis to xi kus ha tást, mint pél dá ul a bõr zsír tar tal má nak
csök ken té sét, és bár mely ká ros szisz té más ha tást (pl. a mér ge zés kli ni kai tü ne te i re és a test tö meg re gya ko rolt ha tást)
részletesen le kell írni, és fel kell jegyezni. A nem egyértelmû eredmények tisztázása érdekében fontolóra kell venni
kórszövettani vizsgálatok elvégzését is.

A bõr re ak ci ók ér té ke lé se el ke rül he tet le nül szub jek tív. A bõr re ak ci ók ér té ke lé sé nek har mo ni zá lá sa és a vizs gá ló la bo -
ra tó ri u mok, illetve a meg fi gye lé sek ben és azok ér té ke lé sé ben részt ve võk se gí té se ér de ké ben a meg fi gye lé se ket vég zõ
sze mély ze tet meg fe le lõ en ki kell ké pez ni az al kal ma zott ér té ke lõ rend szer (lásd a csa tolt táb lá za tot) hasz ná la tá ra. Hasz -
nos le het egy, a bõrirritációk és más léziók értékelését ismertetõ, illusztrált útmutató is (9).

2. ADATOK

2.1. Az ered mé nyek be mu ta tá sa
A vég le ges vizs gá la ti je len tés ben a vizs gá la tok ered mé nye it táb lá za tos for má ban kell össze fog lal ni, amely nek a

3.1. sza kasz ban fel so rolt té te lek mind egyi két tar tal maz nia kell.

2.2. Az ered mé nyek ér té ke lé se
A bõr ir ri tá ci ós pont szá mo kat a lé zi ók jel le gé vel és sú lyos sá gá val, illetve vissza for dít ha tó sá gá val vagy vissza for dít ha -

tat lan sá gá val össze füg gés ben kell ér té kel ni. Az egyes pont szá mok nem je len te nek ab szo lút nor mát egy anyag ir ri tá ci ós
tu laj don sá gai te kin te té ben, mi vel a vizs gá lan dó anyag egyéb ha tá sa it is ér té kel ni kell. Az egyes pont szá mo kat ehe lyett
re fe ren cia ér té kek nek kell te kin te ni, ame lye ket a vizs gá lat so rán tett összes egyéb meg fi gye lés sel együt te sen kell érté -
kelni.

Az ir ri tá ci ós vá la szok ér té ke lé se kor figye lembe kell ven ni a bõr lé zi ók vissza for dít ha tó sá gát. Ha az olyan vá la szok,
mint a szõr hi ány (kor lá to zott te rü le ten), kó ros el sza ru so dás (hi per ke ra tó zis), a szö vet sza po ro dás (hi perp lá zia) vagy a
hám lás a 14 na pos meg fi gye lé si idõ szak vé gé re sem múl nak el, a vizsgálandó anyagot irritálónak kell tekinteni.

3. JELENTÉS

3.1. Vizs gá la ti je len tés
 A vizs gá la ti je len tés nek a kö vet ke zõ in for má ci ó kat kell tar tal maz nia:

Az in vivo vizs gá la tok in dok lá sa: a ko ráb ban ren del ke zés re álló vizs gá la ti ada tok, ezen be lül a lép csõ ze tes vizs gá la ti
stra té gia so rán nyert ada tok bi zo nyí tó erejének elemzése:

– a ko ráb bi vizs gá lat ból ren del ke zés re álló ada tok is mer te té se;
– a vizs gá la ti stra té gia egyes sza ka sza i ban nyert adatok;
– az el vég zett in vit ro vizs gá la tok, ezen be lül az el já rá sok, illetve a vizs gá lan dó anyag gal és a re fe ren cia anya gok kal a

ka pott ered mé nyek rész le te i nek ismertetése;
– az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé se az in vivo vizs gá lat el vég zé sé hez.

Vizs gá lan dó anyag:
– azo no sí tó ada tok (pl. CAS-szám; ere det; tisz ta ság; is mert szennye zõk; té tel szám);
– fi zi kai meg je le nés és fi zi kai-ké mi ai tu laj don sá gok (pl. pH, il lé kony ság, old ha tó ság, stabilitás);
– elegy ese tén annak össze té te le és az egyes kom po nen sek egy más hoz vi szo nyí tott ará nya.
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Vi võ anyag:

– meg je lö lés, (adott eset ben) kon cent rá ció, al kal ma zott tér fo gat;

– a vi võ anyag meg vá lasz tá sá nak in dok lá sa.

Kí sér le ti ál la tok:

– az al kal ma zott faj/törzs, adott eset ben az al bí nó nyúl tól el té rõ faj al kal ma zá sá nak indoklása;

– az ál la tok szá ma iva ron ként;

– az egyes ál la tok test tö me ge a vizs gá lat elõtt és után;

– élet kor a vizs gá lat kez de tén;

– az ál la tok szár ma zá sa, tar tá suk kö rül mé nyei, ta kar má nya stb.

Kí sér le ti kö rül mé nyek:

– a ta pasz he lyé nek elõ ké szí té sé re al kal ma zott technika;

– a ta pasz anya gá nak és a fel he lye zé si tech ni ka rész le tes is mer te té se;

– a vizs gá lan dó anyag ból elõ ál lí tott ké szít mény nek, az al kal ma zás és az el tá vo lí tás a rész le tes ismertetése.

Ered mé nyek:

– az ir ri tá ci ós/kor ró zi ós vá la szok pont szá ma i nak táb lá za tos for má ban tör té nõ meg adá sa min den egyes ál lat ra és min -
den egyes mé ré si idõpontra vonatkozóan;

– az összes meg fi gyelt lé zió is mer te té se;

– a meg fi gyelt ir ri tá ció vagy kor ró zió jel le gé nek és mér té ké nek, illetve az eset le ges kór szö vet ta ni ered mé nyek le író
jellegû ismertetése;

– a bõr ir ri tá ci ón és kor ró zi ós ha tá son kí vü li egyéb ká ros ha tá sok (pl. a bõr zsír tar tal má nak csök ke né se) és szisz té más
hatások ismertetése.

Az ered mé nyek disz kusszi ó ja.
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I. táb lá zat

A bõrreakciók értékelése

Bõr pír (eri té ma) és pörk kép zõ dés

Nincs bõr pír ................................................................................................................................................................... 0

Na gyon eny he bõr pír (alig ész lel he tõ) ........................................................................................................................... 1

Jól ki fe je zett bõr pír ....................................................................................................................................................... 2

Kö ze pes-sú lyos mér té kû bõr pír .................................................................................................................................... 3

Pörk kép zõ dé sig fo ko zó dó sú lyos bõr pír (cék la vö rös szín), amely le he tet len né te szi a bõr pír osz tá lyo zá sát .............. 4

Le het sé ges ma xi mum: 4

Vi ze nyõ kép zõ dés

Nincs vi ze nyõ ............................................................................................................................................................... 0

Na gyon eny he vi ze nyõ (alig ész lel he tõ) ........................................................................................................................ 1

Eny he vi ze nyõ (a te rü let szé lei az egy ér tel mû ki emel ke dé sek  miatt jól ki fe je zet tek) .................................................. 2

Kö ze pes sú lyos sá gú vi ze nyõ (kö rül be lül 1 mm-re emel ke dik ki) ................................................................................ 3

Sú lyos vi ze nyõ (több mint 1 mm-re emel ke dik ki és na gyobb, mint az ex po zí ci ós te rü let) ........................................ 4

Le het sé ges ma xi mum: 4

A nem egy ér tel mû vá la szo kat kór szö vet ta ni vizs gá lat tal le het tisz táz ni.

Mel lék let

Lépcsõzetes vizsgálati stratégia bõrirritációs és bõrkorróziós vizsgálatokhoz

ÁLTALÁNOS MEGFONTOLÁSOK

A tu do má nyos éssze rû ség és az ál la tok kí mé le te ér de ké ben fon tos, hogy el ke rül he tõ le gyen az ál la tok kal való szük -
ség te len kí sér le te zés, illetve mi ni má lis ra le hes sen csök ken te ni azo kat a vizs gá la to kat, ame lyek va ló szí nû leg sú lyos vá -
lasz re ak ci ó kat vál ta nak ki a kí sér le ti ál la tok ban. Az in vivo vizs gá la tok fon to ló ra vé te le elõtt min den, az anyag po ten ci á -
lis bõr kor ró zi ós/bõr ir ri tá ló ha tá sá val össze füg gõ in for má ci ót ki kell ér té kel ni. Le het, hogy ele gen dõ bi zo nyí ték van a
vizs gá lan dó anyag bõr kor ró zi ós és bõr ir ri tá ci ós po ten ci ál alap ján tör té nõ be so ro lá sá ra anél kül, hogy la bo ra tó ri u mi ál la -
to kon kí sér le te ket kel le ne vé gez ni. Az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé sé vel és a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia al kal -
ma zá sá val te hát mi ni má lis ra csök kent he tõ az in vivo vizsgálatok iránti igény, különösen, ha az anyag valószínûleg
súlyos reakciókat okoz.

Az anya gok bõr ir ri tá ló és bõr kor ró zi ós ha tá sá val kap cso lat ban ren del ke zés re álló in for má ci ók ér té ke lé sé re cél sze rû
el vé gez ni az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé sét annak ér de ké ben, hogy meg le hes sen ha tá roz ni, hogy az in vivo bõr -
vizs gá la to kon kí vül szük ség van-e egyéb vizs gá la tok ra az ir ri tá ló/kor ró zi ós po ten ci ál jel lem zé sé hez. Ha to váb bi vizs gá -
la tok ra van szük ség, a kí sér le ti ada tok össze gyûj té sé hez, a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gi át ja va solt al kal maz ni. Az olyan 
anya gok ese té ben, ame lye ket ko ráb ban nem vizs gál tak, az anyag bõr kor ró zi ós/bõr ir ri tá ló po ten ci ál já nak ér té ke lé sé hez
szük sé ges adat sor elõ ál lí tá sá hoz a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gi át kell al kal maz ni. Az eb ben a mel lék let ben is mer te tett
vizs gá la ti stra té gi át egy OECD-mun ka ér te kez le ten (1) dol goz ták ki, majd ké sõbb jó vá hagy ták, és a Har mo ni zált
 integrált ve szély osz tá lyo zá si rend szer a ve gyi anya gok hu mán egész ség ügyi és környezeti hatásainak osztályozására
keretében kibõvítették, és 1998 novemberében a Vegyi Anyag Bizottság és a Vegyi Anyag Munkacsoport 28. együttes
ülésén jóváhagyták (2).

Bár ez a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia nem ké pe zi szer ves ré szét a B.4. vizs gá la ti mód szer nek, ki fe je zés re jut tat ja a
bõr ir ri tá ció/bõr kor ró zió jel lem zõ i nek meg ha tá ro zá sá ra aján lott meg kö ze lí tést. Ez a meg kö ze lí tés tes te sí ti meg a leg jobb
gya kor la tot, és eti kai szem pont ból is irány adó az in vivo bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós vizs gá la tok hoz. A vizs gá la ti mód szer 
út mu ta tást ad az in vivo vizs gá la tok el vég zé sé hez, és össze fog lal ja azo kat a té nye zõ ket, ame lye ket az ilyen vizs gá la tok
meg kez dé se elõtt fon to ló ra kell ven ni. A stra té gia meg kö ze lí tést biz to sí t a vizs gá lan dó anyag bõr ir ri tá ló/bõr kor ró zi ós
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tu laj don sá ga i val kap cso la tos meg lé võ ada tok ér té ke lé sé hez, és lép csõ ze tes meg kö ze lí tést je len t az olyan anya gok ra vo -
nat ko zó ada tok össze gyûj té sé hez, ame lyek hez to váb bi vizs gá la tok ra van szük ség, vagy ame lye ket ko ráb ban egy ál ta lán
nem vizs gál tak. Ja vas la tot tesz to váb bá va li dált és el fo ga dott in vit ro vagy ex vivo bõrirritációs/bõrkorróziós vizsgálatok
meghatározott körülmények esetén történõ elvégzésére.

AZ ÉRTÉKELÉSI ÉS VIZSGÁLATI STRATÉGIA ISMERTETÉSE

A vizs gá la tok nak a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia (ábra) ke re té ben tör té nõ el vég zé se elõtt min den ren del ke zés re álló
in for má ci ót ki kell ér té kel ni annak meg ha tá ro zá sa ér de ké ben, hogy szük ség van-e in vivo bõr vizs gá la tok ra. Bár egy-egy
pa ra mé ter (pl. szél sõ sé ges pH-ér ték) vizs gá la tá ból is je len tõs mennyi sé gû in for má ció nyer he tõ, az összes ren del ke zés re
álló in for má ci ót figye lembe kell ven ni. A kér dé ses anyag vagy ana lóg jai ha tá sa i val kap cso la tos összes ada tot ér té kel ni
kell azok bi zo nyí tó ere jé rõl való dön tés meg ho za ta la kor, és meg is kell in do kol ni ezt a dön tést. El sõd le ges hang súlyt kell 
fek tet ni az anyag gal kap cso lat ban ren del ke zés re álló hu mán és ál lat kí sér le tes ada tok ra, ezt kö ve tõ en az in vit ro vagy ex
vivo vizs gá la tok ered mé nyé re. Le he tõ ség sze rint ke rül ni kell a kor ró zi ós ha tá sú anya gok in vivo vizsgálatát. A vizsgálati
stratégia során figye lembe veendõ tényezõk a következõk:

A ren del ke zés re álló hu mán és ál lat kí sér le tes ada tok ér té ke lé se (1. lé pés). Elsõ lé pés ben a ren del ke zés re álló hu mán
ada to kat, pl. kli ni kai vagy mun ka egész ség ügyi vizs gá la to kat, valamint eset ta nul má nyo kat és/vagy ál lat kí sér le tes ada to -
kat, pl. egy sze ri vagy is mé telt bõr ex po zí ci ós to xi ci tá si vizs gá la to kat kell ki ér té kel ni, mi vel ezek a bõr re gya ko rolt ha tá -
sok ra köz vet le nül vo nat ko zó in for má ci ó kat szol gál tat nak. Az is mer ten ir ri tá ló vagy kor ró zi ós ha tá sú anya go kat, illetve
azo kat, ame lyek ese té ben egy ér tel mû en bi zo nyít ha tó az ilyen ha tá sok hiánya, nem szükséges in vivo vizsgálni.

A szer ke zet-ak ti vi tá si össze füg gé sek (SAR) elem zé se (2. lé pés). Ha van nak, fon to ló ra kell ven ni szer ke ze ti leg ro kon
anya gok vizs gá la tát. Ha a szer ke ze ti leg ro kon anya gok kal vagy ele gye ik kel kap cso lat ban ele gen dõ olyan hu mán
és/vagy ál lat kí sér le tes adat áll ren del ke zés re, amely va ló szí nû sí ti a bõr kor ró zi ós/bõr ir ri tá ci ós po ten ci ált, fel té te lez he tõ,
hogy az ér té ke lés alatt álló vizs gá lan dó anyag ugyan ilyen vá lasz re ak ci ó kat vált ki. Ilyen ese tek ben elõ for dul hat, hogy a
vizs gá lan dó anya got nem kell meg vizs gál ni. A lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia ér tel mé ben a szer ke ze ti leg ro kon anya gok 
vagy ele gye ik vizs gá la tá ból szár ma zó ne ga tív ada tok nem je len te nek ele gen dõ bi zo nyí té kot arra néz ve, hogy az anyag
nem kor ró zi ós ha tá sú vagy nem irritáló. A bõrkorróziós és bõrirritáló potenciál meghatározására validált és elfogadott
SAR-megközelítéseket kell alkalmazni.

Fi zi kai-ké mi ai tu laj don sá gok és ké mi ai re ak ti vi tás (3. lé pés). A szél sõ sé ges, pél dá ul pH £ 2,0 és ³ 11,5 kém ha tá sú
anya gok erõ tel jes lo ká lis ha tást gya ko rol hat nak. Ha a szél sõ sé ges pH-ér ték az alap ja annak, hogy egy anya got kor ró zi ós
ha tá sú nak mi nõ sít sünk, ak kor az anyag sav/al ká li tar ta lé kát (vagy puf fer ka pa ci tá sát) is figye lembe le het ven ni (3) (4).
Ha a puf fer ka pa ci tás alap ján va ló szí nû sít he tõ, hogy az anyag nem bõr kor ró zi ós ha tá sú, ak kor en nek meg erõ sí té sé re to -
váb bi vizs gá la to kat kell vé gez ni, le he tõ leg va li dált és el fo ga dott in vit ro vagy ex vivo mód sze rek al kal ma zá sá val (lásd az
5. és 6. lé pést).

Der má lis to xi ci tás (4. lé pés). Ha egy ve gyület rõl ki de rül, hogy der má lis al kal ma zás ese tén na gyon to xi kus, elõ for dul -
hat, hogy az anyag in vivo bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós vizs gá la ta nem old ha tó meg, mi vel a vizs gá lan dó anyag szo ká so san
al kal ma zott mennyi sé ge meg ha lad hat ja a na gyon mér ge zõ dó zist, és en nek kö vet kez té ben az ál la tok el hul lá sát vagy sú -
lyos szen ve dé sét okoz hat ja. Emel lett, ha a 2000 mg/test tö meg-kg-os ha tár dó zi sig vagy an nál ma ga sabb dó zi sok al kal -
ma zá sá val ko ráb ban már vé gez tek al bí nó nyu lak ban in vivo der má lis to xi ci tá si vizs gá la to kat, és nem ta pasz tal tak bõr ir ri -
tá ci ót vagy bõr kor ró zi ót, elõ for dul hat, hogy nem lesz szük ség to váb bi bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós vizs gá la tok ra. A ko ráb -
bi vizs gá la tok akut der má lis to xi ci tá si ered mé nye i nek ér té ke lé se kor egy sor meg fon to lást kell figye lembe ven ni. Elõ for -
dul hat pél dá ul, hogy a bõr lé zi ók kal kap cso la tos ada tok hi á nyo sak. Eset leg nem nyú lon vé gez ték a vizs gá la to kat és a
meg fi gye lé se ket, és a kü lön bö zõ ál lat fa jok ban na gyon el té rõ le het a vá lasz re ak ci ók ér zé keny sé ge. Illetve le het sé ges,
hogy az ál la to kon al kal ma zott vizs gá lan dó anyag for má ja nem volt al kal mas a bõr ir ri tá ció/bõr kor ró zió vizs gá la tá ra [pl. a 
der má lis to xi ci tá si vizs gá la tok ban al kal ma zott hí gí tás  miatt (5)]. Azokban az esetekben azonban, ahol jól megtervezett
és lefolytatott dermális toxicitási vizsgálatokat végeztek nyulakon, a negatív eredményeket elegendõ bizonyítéknak
tekinthetjük arra, hogy az anyag nem korróziós hatású és nem irritáló.

In vit ro vagy ex vivo vizs gá la tok ered mé nyei (5. és 6. lé pés). Nem kell ál la to kon kí sér le tez ni olyan anya gok kal, ame -
lyek e konk rét ha tá sok meg ha tá ro zá sá ra ter ve zett, va li dált és el fo ga dott mód sze rek kel vég zett in vit ro vagy ex vivo vizs -
gá la tok ban (6) (7) kor ró zi ós vagy sú lyos ir ri tá ló ha tá so kat mu tat tak. Ilyen eset ben fel le het té te lez ni, hogy az anyag
in vivo is hasonlóan súlyos hatásokat vált ki.

In vivo vizs gá lat nyu lak ban (7. és 8. lé pés). Ha az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé se alap ján ho zott dön tés sze rint
in vivo vizs gá la to kat kell vé gez ni, elsõ lé pés ben egyet len ál lat tal ki in du lá si vizs gá la tot kell vé gez ni. Ha e vizs gá lat ered -
mé nye sze rint az anyag bõr kor ró zi ós ha tá sú, nem sza bad to váb bi vizs gá la to kat vé gez ni. Ha a ki in du lá si vizs gá lat ban
nem ta pasz tal ha tó kor ró zi ós ha tás, az ir ri tá ci ós vagy ne ga tív vá laszt leg fel jebb két to váb bi ál lat négy órás ex po zí ci ó já val
el len õriz ni kell. Ha a ki in du lá si vizs gá lat ban ir ri tá ció ta pasz tal ha tó, az ellen õr zõ vizs gá lat vé gez he tõ lép csõ ze te sen is,
vagy úgy is, hogy a két to váb bi ál la tot egy szer re kezelnek.
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Ábra

Vizsgálati és kiértékelési stratégia a bõrirritáció, illetve a bõrkorrózió vizsgálatához

Te vé keny ség Ered mény Kö vet ke ze tés

1. A meg lé võ hu mán és/vagy ál lat kí sér le -
tes ada tok sze rint ha tás sal van a bõr re
vagy a nyál ka hár tyá ra

Kor ró zi ós ha tá sú Csúcs vég pont; kor ró zi ós ha tá sú -
nak kell te kin te ni. Nincs szük ség
vizs gá la tok ra.

Ir ri tá ló ha tá sú Csúcs vég pont; ir ri tá ló ha tá sú nak
kell te kin te ni. Nincs szük ség vizs -
gá la tok ra.

Nem kor ró zi ós / nem ir ri tá ló ha tá sú Csúcs vég pont; nem kor ró zi ós és
nem ir ri tá ló ha tá sú nak kell tekin -
teni. Nincs szük ség vizs gá la tok ra.

¯

Nincs in for má ció, vagy van, de nem
meg gyõ zõ

¯

2. SAR-ér té ke lést kell vé gez ni a bõr kor -
ró zi ó ra/bõr ir ri tá ci ó ra vo nat ko zó an

Sú lyos bõr ká ro so dást je lez elõ re Kor ró zi ós ha tá sú nak kell te kin te ni.
Nincs szük ség vizs gá la tok ra.

Bõr ir ri tá ci ót je lez elõ re Ir ri tá ló ha tá sú nak kell te kin te ni.
Nincs szük ség vizs gá la tok ra.

¯

Nem le het elõ re jel zést ten ni, vagy az
elõ re jel zé sek nem meg gyõ zõ ek vagy

ne ga tí vak

¯

3. Meg kell mér ni a pH-t (adott eset ben
figye lembe kell ven ni a puf fer ka pa ci -
tást is)

pH £ 2 vagy ³ 11,5 (nagy puffer -
kapacitással, amennyi ben ez lé nye -
ges)

Fel kell té te lez ni, hogy kor ró zi ós
ha tá sú. Nincs szük ség vizsgála -
tokra.

¯
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Te vé keny ség Ered mény Kö vet ke ze tés

2<pH<11,5, vagy pH £ 2 vagy

pH ³ 11,5 ala csony vagy nul la puf fer -
ka pa ci tás sal, amennyi ben ez lé nye ges

¯

4. Ki kell ér té kel ni a der má lis al kal ma zás 
ese tén mér he tõ szisz té más to xi ci tást1

Na gyon mér ge zõ Nincs szük ség to váb bi vizs gá la tok -
ra.

2000 mg/test tö meg-kg vagy an nál
ma ga sabb ha tár dó zis sal nyu la kon
vizs gál va nem kor ró zi ós vagy ir ri -
tá ló ha tá sú

Fel kell té te lez ni, hogy nem kor ró -
zi ós vagy ir ri tá ló ha tá sú. Nincs
szük ség to váb bi vizs gá la tok ra.

¯

Nincs ilyen in for má ció, vagy van, de
nem meg gyõ zõ

¯

5. El kell vé gez ni egy va li dált in vit ro
vagy ex vivo bõr kor ró zi ós vizs gá la tot

Kor ró zi ós ha tás ra uta ló vá lasz In vivo kor ró zi ós ha tást kell fel té te -
lez ni. Nincs szük ség to váb bi vizs -
gá la tok ra.

¯

Az anyag nem kor ró zi ós ha tá sú

¯

6. El kell vé gez ni egy va li dált in vit ro
vagy ex vivo bõr ir ri tá ci ós vizs gá la tot

Ir ri tá ló vá lasz In vivo ir ri tá ci ót kell fel té te lez ni.
Nincs szük ség to váb bi vizsgála -
tokra.

¯

A bõr ir ri tá ci ós vizs gá lat ra még nin cse -
nek va li dált in vit ro vagy ex vivo vizs -
gá la ti mód sze rek, vagy az anyag nem

ir ri tá ló ha tá sú

¯

7. Egyet len nyú lon el kell vé gez ni az elõ -
ze tes in vivo vizs gá la tot

Sú lyos bõr ká ro so dás Kor ró zi ós ha tá sú nak kell te kin te ni.
Nincs szük ség to váb bi vizsgála -
tokra.

¯

Nincs sú lyos ká ro so dás

¯

8. Egy vagy két to váb bi ál la ton el kell vé -
gez ni az ellen õr zõ vizs gá la tot

Kor ró zi ós ha tá sú vagy ir ri tá ló Kor ró zi ós ha tá sú nak vagy ir ri tá ló -
nak kell te kin te ni. Nincs szük ség
to váb bi vizs gá la tok ra.

Nem kor ró zi ós vagy ir ri tá ló ha tá sú Nem kor ró zi ós és nem ir ri tá ló ha tá -
sú nak kell te kin te ni. Nincs szük ség
to váb bi vizs gá la tok ra.

1 A 2. és a 3. lé pés elõtt is el le het vé gez ni.
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5. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

B.5. AKUT TOXICITÁS: SZEMIRRITÁCIÓ/SZEMKORRÓZIÓS HATÁS

1. MÓDSZER

Ez a mód szer egyen ér té kû az OECD TG 405 (2002) mód szer rel.

1.1. Be ve ze tés

En nek a to vább fej lesz tett mód szer nek a ki dol go zá sa so rán kü lön fi gyel met szen tel tek a vizs gá lan dó anyag gal kap cso -
lat ban ren del ke zés re álló összes in for má ció ki ér té ke lé se ré vén le het sé ges sé váló ja ví tó be avat ko zá sok nak, hogy ez ál tal
el ke rül he tõ le gyen a la bo ra tó ri u mi ál la to kon tör té nõ szük ség te len kí sér le te zés, és így tisz te let ben le hes sen tar ta ni az ál -
lat jó lé ti szem pon to kat is. A mód szer aján lást fo gal maz meg arra néz ve, hogy az anyag akut szem kor ró zi ós vagy szem ir -
ri tá ló ha tá sá nak vizs gá la tá ra elõ írt in vivo kí sér let el vég zé se elõtt el kell vé gez ni a ren del ke zés re álló ada tok bi zo nyí tó
ere jé nek elem zé sét (1). Ha nem áll ren del ke zés re ele gen dõ adat, ak kor aján lott lép csõ ze tes vizs gá la tok al kal ma zá sá val
bõ ví te ni eze ket (2) (3). A vizs gá la ti stra té gia ré szét ké pe zi va li dált és el fo ga dott in vit ro vizs gá la tok vég zé se, ame lyek a
vizs gá la ti mód szer mel lék le te ként ke rül nek is mer te tés re. Aján lott to váb bá, hogy az in vivo szem vizs gá la tok tervbevétele 
elõtt a szemkorróziós hatás elõrejelzésére végezzenek in vivo bõrirritációs/bõrkorróziós vizsgálatot.

A tu do má nyos éssze rû ség és az ál la tok kí mé le te ér de ké ben nem sza bad in vivo vizs gá la to kat vé gez ni mind ad dig, amíg 
az anyag po ten ci á lis szem kor ró zi ós/ir ri tá ló ha tá sá ra vo nat ko zó összes ren del ke zés re álló adat ra vo nat ko zó an el nem vé -
gez ték az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé sét. Ilyen ada tok az em be re ken és/vagy la bo ra tó ri u mi ál la to kon el vég zett
vizs gá la tok ered mé nyei, a szer ke ze ti leg ro kon anya gok vagy ele gye ik kor ró zi ós/ir ri tá ló ha tá sa i val kap cso la tos té nyek,
az anyag erõs sa vas sá gát vagy lú gos sá gát iga zo ló ada tok (4) (5), valamint a va li dált és el fo ga dott in vit ro vagy ex vivo
bõr kor ró zi ós és bõr ir ri tá ci ós vizs gá la tok ból ka pott ered mé nyek (6), (6a). Elõ for dul hat, hogy a vizs gá la to kat már az ada -
tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé se elõtt el vé gez ték vagy ép pen annak ered mé nye ként vég zik el.

Bi zo nyos anya gok ese té ben az ilyen elem zés annak a szük sé gét je lez he ti, hogy el kell vé gez ni az anyag szemkorró -
ziós/szem ir ri tá ci ós po ten ci ál já nak in vivo vizs gá la tát. Min den ilyen eset ben, az in vivo szem vizs gá lat al kal ma zá sá nak
terv be vé te le elõtt elõ ször le he tõ leg el kell vé gez ni, és ki kell ér té kel ni egy in vivo vizs gá la tot az anyag bõr re gya ko rolt
ha tá sa i nak meg ha tá ro zá sá ra a B.4. vizs gá la ti mód szer (7) al kal ma zá sá val. Az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé se és a
lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia al kal ma zá sa csök ken ti az in vivo szem kor ró zi ós/szem ir ri tá ci ós vizs gá la tok szük sé ges sé -
gét azok nak az anya gok nak az ese té ben, ame lyek hez más vizs gá la tok ból ele gen dõ bi zo nyí ték áll ren del ke zés re. Ha a
lép csõ ze tes stra té gia al kal ma zá sá val nem ha tá roz ha tó meg a szem kor ró zi ós/ir ri tá ci ós po ten ci ál, még az in vivo bõr kor ró -
zi ós és ir ri tá ci ós vizsgálat elvégzése után sem, elvégezhetõ egy in vivo szemkorróziós/szemirritációs vizsgálat.

A pre fe rált lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia, amely ma gá ban fog lal ja va li dált in vit ro vagy ex vivo kor ró zi ós/ir ri tá ci ós
vizs gá la tok el vég zé sét is, az e vizs gá la ti mód szer hez csa tolt mel lék let ben ke rül is mer te tés re. A stra té gi át egy
OECD-mun ka ér te kez let (8) részt ve või dol goz ták ki, ja va sol ták egy han gú lag, majd fo gad ták el mint a Ve gyi anya gok
osz tá lyo zá sá nak és cím ké zé sé nek egye te mes har mo ni zált rend szer e (GHS) (9) aján lott vizs gá la ti stra té gi á ját. Az in vivo
vizs gá la tok el vég zé se elõtt ezt a vizs gá la ti stra té gi át ja va solt kö vet ni. Új anya gok ese té ben ez az aján lott lép csõ ze tes
vizs gá la ti meg kö ze lí tés az anyag kor ró zi ós/ir ri tá ló ha tá sa i ra vo nat ko zó, tu do má nyos szem pont ból meg fe le lõ ada tok
gyûj té sé re. Is mert anya gok ese té ben, ha nem áll ren del ke zés re ele gen dõ adat a szem kor ró zi ós/szem ir ri tá ló és bõr kor ró -
zi ós/bõr ir ri tá ló ha tá sok ról, en nek a stra té gi á nak az al kal ma zá sá val kell pó tol ni a hi ány zó ada to kat. Meg fe le lõ en meg kell 
in do kol ni, ha et tõl el té rõ vizs gá la ti stra té gi át vagy el já rást al kal maz nak, vagy ha úgy dön te nek, hogy nem hasz nál ják a
lép csõ ze tes vizs gá la ti meg kö ze lí tést.

1.2. Fo ga lom meg ha tá ro zá sok

»Szem ir ri tá ció«: a vizs gá lan dó anyag nak a szem elül sõ fel szí nén tör té nõ al kal ma zá sát köve tõen meg je le nõ és az al -
kal ma zás tól szá mí tott 21 na pon be lül tel jes mér ték ben vissza for dít ha tó szemelváltozások.

»Szem kor ró zi ós ha tás«: a vizs gá lan dó anyag nak a szem elül sõ fel szí nén tör té nõ al kal ma zá sát köve tõen meg je le nõ és
az al kal ma zás tól szá mí tott 21 na pon be lül nem tel jes mér ték ben vissza for dít ha tó szö vet ká ro so dá sok a szem ben, vagy
súlyos fizikai látóképesség-romlás.

1.3. A vizs gá la ti mód szer elve

A vizs gá lan dó anya got egyet len dó zis ban kell al kal maz ni a kí sér le ti ál lat egyik sze mén; a má sik, nem ke zelt szem
szol gál kont roll ként. A szem ir ri tá ció/szem kor ró zió mér té két meg ha tá ro zott idõ kö zön ként a kö tõ hár tya, sza ru hár tya és
szi vár vány hár tya lé zi ó i nak pon to zá sá val kell ki ér té kel ni. A ha tá sok tel jes ki ér té ke lé se ér de ké ben rész le te sen is mer tet ni
kell a szem re gya ko rolt egyéb ha tá so kat és a ká ros szisz té más ha tá so kat is. A vizs gá lat idõ tar ta má nak elég hosszú nak
kell len nie ah hoz, hogy meg lehessen határozni a hatások visszafordíthatóságát vagy visszafordíthatatlanságát.
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A vizs gá lat bár mely fá zi sá ban tar tó san sú lyos szo ron gás és/vagy fáj da lom je le it mu ta tó ál la to kat hu má nus mó don ex -
ter mi nál ni kell, és az anya got en nek meg fele lõen kell ér té kel ni. Az el hul lás kö ze lé ben lévõ és sú lyo san szen ve dõ ál la tok
hu má nus mó don tör té nõ ex ter mi ná lá sá ról  szóló dön tés sel kap cso la tos kritériumok a (10) hivatkozásban találhatók.

1.4. A vizs gá la ti mód szer is mer te té se

1.4.1. Az in vivo vizs gá lat elõ ké szí té se
1.4.1.1. Az ál lat faj ki vá lasz tá sa
A pre fe rált la bo ra tó ri u mi ál lat faj az al bí nó nyúl, és egész sé ges, fi a tal fel nõtt ál la to kat kell al kal maz ni. Más fa jok al kal -

ma zá sát meg fele lõen indokolni kell.
1.4.1.2. Az ál la tok elõ ké szí té se
A vizs gá lat elõtt leg fel jebb 24 órá val a vizs gá lat ra elõ ze tesen ki vá lasz tott kí sér le ti ál lat mind két sze mét meg kell vizs -

gál ni. Nem sza bad olyan ál la tot hasz nál ni, amely szem ir ri tá ci ót, szem hi bá kat vagy ko ráb ban szer zett szaruhártya-
 sérülést mu tat.

1.4.1.3. Az ál la tok tar tá sá nak és ete té sé nek kö rül mé nyei
Az ál la to kat egye di leg kell el he lyez ni. Nyu lak ese té ben a kí sér le ti he lyi ség hõ mér sék le té nek 20 °C (± 3 °C)-nak kell

len nie. Bár a he lyi ség re la tív pá ra tar tal má nak leg alább 30%-nak kell len nie, illetve a ta ka rí tás idõ tar ta má tól el te kint ve
le he tõ leg ne ha lad ja meg a 70%-ot, a cél ér ték nek 50 és 60% kö zött kell len nie. A vi lá gí tás le gyen mes ter sé ges; 12 órás
vi lá gos és 12 órás sö tét pe ri ó du sok vált sák egy mást. Az ete tés hez stan dard la bo ra tó ri u mi takarmány alkalmazható,
korlátlan mennyiségû ivóvíz biztosítása mellett.

1.4.2. Vizs gá la ti el já rás
1.4.2.1. A vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sa
A vizs gá lan dó anya got az alsó szem héj óva tos el hú zá sa után az ál lat egyik sze mé nek kö tõ hár tya zsák já ba kell be jut tat -

ni. Ezt köve tõen kö rül be lül egy má sod per cig óva to san össze kell fog ni a szem hé ja kat, hogy az anyag ki ne es sen vagy
foly jon. A má sik, nem kezelt szem kontrollként szolgál.

1.4.2.2. Öb lö ge tés
A kí sér le ti ál la tok sze mét a vizs gá lan dó anyag be csep pen té se után leg alább 24 órán át nem sza bad ki mos ni, ki vé ve

szi lárd anya gok al kal ma zá sa ese tén (l. 1.4.2.3.2. sza kasz), illetve ha azon na li kor ró zi ós ha tás vagy ir ri tá ció ta pasz tal ha -
tó. Ha szük ség nek tû nik, 24 óra múlva ki lehet mosni az állatok szemét.

Nem ja va solt kont roll cso port al kal ma zá sa a mo sás ha tá sá nak vizs gá la tá ra, ki vé ve, ha az tu do má nyo san in do kolt. Ha
kont roll cso port szük sé ges, ak kor eh hez két nyu lat kell hasz nál ni. A mo sás kö rül mé nye it, pl. a mo sás idõ pont ját, a mo só -
ol dat össze té te lét és hõ mér sék le tét, a mo sás idõ tar ta mát és se bes sé gét, valamint az alkalmazott térfogatot részletesen
dokumentálni kell.

1.4.2.3. A dó zi sok
1.4.2.3.1. Fo lya dé kok vizs gá la ta
Fo lya dé kok vizs gá la ta ese tén 0,1 ml-es dó zist kell al kal maz ni. Pum pás spray-ket nem sza bad az anyag köz vet le nül a

szem be való per me te zé sé re hasz nál ni. A spra yt ki kell fúj ni, és tar tal mát egy edény ben össze kell gyûj te ni, mi e lõtt
0,1 ml-t az állat szemébe cseppentenének.

1.4.2.3.2. Szi lárd anya gok vizs gá la ta
Szi lárd anya gok, masszák és szem csés anya gok vizs gá la ta ese tén az al kal ma zott mennyi ség nek 0,1 ml tér fo ga tú nak

kell len nie, illetve tö me ge nem ha lad hat ja meg a 100 g-ot. A vizs gá lan dó anya got fi nom por rá kell õröl ni és tér fo gat mé -
rés elõtt óva to san össze kell tö mö rí te ni, pl. úgy, hogy a mé rõ edényt meg ko cog tat ják. Amennyi ben az elsõ meg fi gye lé si
idõ pont ban vagy a ke ze lés után 1 órá val azt ta pasz tal ják, hogy a szi lárd vizs gá lan dó anya got a fi zi o ló gi ai me cha niz mu -
sok nem tá vo lí tot ták el a kí sér le ti ál lat szemébõl, a szemet sóoldattal vagy desztillált vízzel ki lehet öblögetni.

1.4.2.3.3. Ae ro szo lok vizs gá la ta
Aján la tos min den pum pás spray tar tal mát és ae ro szolt össze gyûj te ni, mi e lõtt a szem be csep pen te nék. Az egyet len ki -

vé telt ez alól a túl nyo má sos ae ro szo los fla ko nok ban lévõ anya gok ké pe zik, ame lye ket a pá rol gás  miatt nem le het össze -
gyûj te ni. Ilyen ese tek ben az ál lat sze mét nyit va kell tar ta ni, és a vizs gá lan dó anya got úgy kell a szem be jut tat ni, hogy a
fla kont 10 cm tá vol ság ban köz vet le nül a szem elõtt tart va és kö rül be lül egy má sod per cig mû köd tet ve egy szer be le fúj nak
az ál lat sze mé be. A spray nyo má sá tól és tar ta má tól füg gõ en a tá vol ság et tõl el té rõ is le het. Vi gyáz ni kell arra, hogy a
spray nyo má sa ne okoz zon szem ká ro so dást. Meg fe le lõ ese tek ben szük ség le het arra is, hogy a spray okoz ta »me cha ni -
kai« szem ká ro so dás le he tõ sé gét is ve gyék figye lembe.

Az ae ro szol dó zi sát úgy le het meg be csül ni, hogy a vizs gá la tot az aláb bi ak sze rint szi mu lál ják. Az anya got mé rõ pa pír -
ra per me te zik egy olyan, köz vet le nül a pa pír elé he lye zett nyí lá son ke resz tül, amely nek mé re te meg egye zik a nyúl sze -
mé nek mé re té vel. A pa pír tö me gé nek nö ve ke dé sét hasz nál ják fel a szem be per me te zett mennyi ség kö ze lí tõ becs lé sé re.
Il lé kony anya gok ese té ben a dó zist úgy le het meg be csül ni, hogy vizs gá lan dó anyag eltávolítása elõtt és után is megmérik 
a befogadó edény tömegét.
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1.4.2.4. Ki in du lá si vizs gá lat (in vivo szem ir ri tá ci ós/szem kor ró zi ós vizs gá lat egy ál lat al kal ma zá sá val)
Aho gyan az a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gi á ban (l. 1. mel lék let) is ki fej tés re ke rül, nyo ma té ko san aján lott, hogy az in

vivo vizs gá la tot elõ ször egy ál la ton vé gez zék el, kü lö nö sen ak kor, ha az anyag gyaníthatóan korróziós hatású.
Ha e vizs gá lat ered mé nyei sze rint az is mer te tett el já rás al kal ma zá sá val az anyag kor ró zi ós ha tá sú vagy sú lyo san ir ri -

tál ja a sze met, nem sza bad to váb bi szem ir ri tá ci ós vizsgálatokat végezni.
1.4.2.5. He lyi ér zés te le ní tõ sze rek
Ese ten ként he lyi ér zés te le ní tõ sze rek is al kal maz ha tók. Ha az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé se sze rint az anyag fáj -

dal mat okoz hat, vagy ha a ki in du lá si vizs gá lat alap ján fáj dal mas re ak ció vár ha tó, a vizs gá lan dó anyag be csep pen té se
elõtt he lyi ér zés te le ní tõ szer al kal maz ha tó. A he lyi ér zés te le ní tõ szer tí pu sát, kon cent rá ci ó ját és dó zi sát kö rül te kin tõ en
kell meg vá lasz ta ni, hogy al kal ma zá sa  miatt ne hogy meg vál toz zon a vizs gá lan dó anyag által kiváltott reakció.
A kontrollszemet ugyanígy érzésteleníteni kell.

1.4.2.6. Ellen õr zõ vizs gá lat (in vivo szem ir ri tá ci ós vizs gá lat to váb bi ál la tok al kal ma zá sá val)
Ha a ki in du lá si vizs gá lat so rán nem fi gyel he tõ meg kor ró zi ós ha tás, leg fel jebb to váb bi két ál lat al kal ma zá sá val el len -

õriz ni kell az ir ri tá ci ós vagy ne ga tív vá lasz re ak ci ó kat. Ha a ki in du lá si vizs gá lat so rán sú lyos ir ri tá ci ós vá laszt fi gyel tek
meg, amely va ló szí nû sí ti, hogy az ellen õr zõ vizs gá lat ban erõ tel jes (vissza for dít ha tat lan) ha tás je lent kez het, aján la tos az
ellen õr zõ vizs gá la tot lép csõ ze te sen, egy szer re egy ál lat al kal ma zá sá val vé gez ni ahe lyett, hogy a két to váb bi ál la tot egy -
szer re ke zel né nek. Ha a má so dik ál lat kor ró zi ós vagy sú lyos, ir ri tá ló ha tá so kat je lez, nem sza bad foly tat ni a vizs gá la to -
kat. A gyen ge vagy kö ze pes mér té kû ir ri tá ció meg erõ sí té sé hez to váb bi ál la tok vizs gá la tá ra le het szük ség.

1.4.2.7. Meg fi gye lé si idõ szak
A meg fi gye lé si idõ szak hosszát úgy kell meg vá lasz ta ni, hogy ele gen dõ le gyen a meg fi gyelt ha tá sok mér té ké nek és

vissza for dít ha tó sá gá nak tel jes ki ér té ke lé sé re. A vizs gá la tot azon ban azon nal meg kell sza kí ta ni, ha az ál lat tar tó san sú -
lyos fáj da lom vagy szo ron gás je le it mu tat ja (9). A ha tá sok vissza for dít ha tó sá gá nak meg ha tá ro zá sá hoz az ál la to kat ál ta -
lá ban a vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sa után 21 na pig kell meg fi gyel ni. Ha a vissza for dít ha tó ság a 21 napos idõszak vége 
elõtt bebizonyosodik, a kísérletet ekkor be kell fejezni.

1.4.2.7.1. Kli ni kai meg fi gye lé sek és a bõr re ak ci ók ér té ke lé se
A sze me ket a vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sa után 1, 24, 48 és 72 órá val kell meg vizs gál ni. Ha már meg van a dön tõ in -

for má ció, az ál la to kat nem sza bad a szük sé ges nél hosszabb ide ig a kí sér let ben tar ta ni. A tar tó san sú lyos fáj dal mat vagy
szo ron gást mu ta tó ál la to kat ha la dék ta la nul és hu má nus mó don ex ter mi nál ni kell, és az anya got en nek meg fe le lõen kell
ér té kel ni. A vizs gá lan dó anyag be csep pen té se után az aláb bi szem lé zi ó kat mu ta tó ál la to kat hu má nus mó don ex ter mi nál -
ni kell: sza ru hár tya per fo rá ló dás vagy je len tõs mér té kû sza ru hár tya-fe kély es edés, ezen be lül stap hy lo ma (a sza ru hár tya
rend el le nes ki dom bo ro dá sa); vér je len lé te a szem elül sõ szem zu gá ban; 48 órán át tar tó ne gyed fo kú sza ru hár tya-ho mály;
a fény ref lex 72 órán át tar tó hi á nya (má sod fo kú szi vár vány hár tya-vá lasz re ak ció); a kö tõ hár tya fe ké lye se dé se; a kö tõ hár -
tyá ban vagy a pislogóhártyában jelentkezõ szövetelhalás; vagy pörkképzõdés. Erre azért van szükség, mert az ilyen
léziók általában nem visszafordíthatók.

A szem lé zi ó kat nem mu ta tó ál la to kat leg ko ráb ban a be csep pen tés után 3 nap pal le het ex ter mi nál ni. Az eny he vagy kö -
ze pes lé zi ó kat mu ta tó ál la to kat leg alább ad dig meg fi gye lés alatt kell tar ta ni, amíg a lé zi ók meg nem szûn nek, vagy leg -
fel jebb 21 na pig, ami kor a vizs gá la tot be kell fe jez ni. A 7., 14. és 21. na pon kell meg fi gye lé se ket vé gez ni a lé zi ók ál la po -
tá nak és vissza for dít ha tó sá gá nak vagy visszafordíthatatlanságának meghatározására.

Min den egyes vizs gá lat kor mi nõ sí te ni kell, és fel kell je gyez ni a szem re ak ci ó kat (kö tõ hár tya-, sza ru hár tya- és szi vár -
vány hár tya-re ak ci ók) (I. táb lá zat). A szem bár mely egyéb lé zi ó ját (pl. pan nus, el szí ne zõ dés) vagy a ká ros szisz té más
hatásokat is fel kell jegyezni.

A re ak ci ók vizs gá la tát meg könnyít he ti egy bi no ku lá ris kézi na gyí tó, egy kézi vo nal fény lám pa, egy bio mik ro szkóp
vagy bár mely más meg fe le lõ esz köz al kal ma zá sa. A 24 óra után tett meg fi gye lé sek rög zí té se után a sze me ket fluoresz -
cein segítségével is megvizsgálhatjuk.

A szem re ak ci ók ér té ke lé se el ke rül he tet le nül szub jek tív. A szem re ak ci ók ér té ke lé sé nek har mo ni zá lá sa és a vizs gá ló
la bo ra tó ri u mok, illetve a meg fi gye lé sek ben és azok ér té ke lé sé ben részt ve võk se gí té se ér de ké ben a meg fi gye lé se ket
vég zõ sze mély ze tet meg fele lõen ki kell képezni az alkalmazott értékelõ rendszer használatára.

2. ADATOK

2.1. Az ered mé nyek ér té ke lé se

A szem ir ri tá ci ós pont szá mo kat a lé zi ók jel le gé vel és sú lyos sá gá val, illetve vissza for dít ha tó sá guk kal vagy vissza -
fordíthatatlanságukkal össze füg gés ben kell meg ha tá roz ni. Az egyes pont szá mok nem je len te nek ab szo lút nor mát egy
anyag ir ri tá ci ós tu laj don sá gai te kin te té ben, mi vel a vizs gá lan dó anyag egyéb ha tá sa it is ér té kel ni kell. Az egyes pont -
számokat ehe lyett re fe ren cia ér té kek nek kell te kin te ni, ame lyek nek csak ak kor van je len tõ sé gük, ha az összes meg fi gye -
lés is mer te té se és ér té ke lé se alá tá maszt ja ezeket.
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3. JELENTÉS

3.1. Vizs gá la ti je len tés

A vizs gá la ti je len tés nek a kö vet ke zõ in for má ci ó kat kell tar tal maz nia:
Az in vivo vizs gá la tok in dok lá sa: a ko ráb ban ren del ke zés re álló vizs gá la ti ada tok, ezen be lül a lép csõ ze tes vizs gá la ti

stra té gia so rán nyert ada tok bi zo nyí tó erejének elemzése:
– a ko ráb bi vizs gá lat ból ren del ke zés re álló vo nat ko zó ada tok is mer te té se;
– a vizs gá la ti stra té gia egyes sza ka sza i ban nyert adatok;
– az el vég zett in vit ro vizs gá la tok, ezen be lül az el já rá sok, illetve a vizs gá lan dó anyag gal és a re fe ren cia anya gok kal a

ka pott ered mé nyek rész le te i nek ismertetése;
– az el vég zett in vivo bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós vizs gá la tok és a ka pott ered mé nyek ismertetése;
– az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé se az in vivo vizs gá lat el vég zé sé hez.
Vizs gá lan dó anyag:
– azo no sí tó ada tok (pl. CAS-szám, ere det; tisz ta ság, is mert szennye zõk, té tel szám);
– fi zi kai meg je le nés és fi zi kai-ké mi ai tu laj don sá gok (pl. pH, il lé kony ság, old ha tó ság, sta bi li tás, víz zel való re ak ció -

ké pes ség);
– elegy ese tén annak össze té te le és az egyes kom po nen sek egy más hoz vi szo nyí tott aránya;
– he lyi ér zés te le ní tõ al kal ma zá sa ese tén a szer neve, tisz ta sá ga, tí pu sa, dó zi sa, valamint a vizs gá lan dó anyag gal való

eset le ges kölcsönhatása.
Vi võ anyag:
– név, (adott eset ben) kon cent rá ció, al kal ma zott tér fo gat;
– a vi võ anyag meg vá lasz tá sá nak in dok lá sa.
Kí sér le ti ál la tok:
– az al kal ma zott faj/törzs, adott eset ben az al bí nó nyúl tól el té rõ faj al kal ma zá sá nak indoklása;
– az egyes ál la tok élet ko ra a vizs gá lat kez de tén;
– az ál la tok szá ma iva ron ként a vizs gá la ti és kont roll cso por tok ban (ha szükséges);
– az egyes ál la tok test tö me ge a vizs gá lat elõtt és után;
– szár ma zás, tar tá si kö rül mé nyek, ta kar mány stb.
Ered mé nyek:
– az ir ri tá ció pon to zá sá ra az egyes meg fi gye lé si idõ pon tok ban al kal ma zott mód szer (pl. kézi vo nal fény lám pa, bio -

mik ro szkóp, flu o resz ce in) ismertetése;
– az ir ri tá ci ós/kor ró zi ós vá lasz re ak ció-ada tok táb lá za tos meg je le ní té se min den ál lat ra vo nat ko zó an min den meg -

figyelési idõ pont ban egé szen az ál la tok nak a vizsgálatból való kivételéig;
– a meg fi gyelt ir ri tá ció vagy kor ró zió jel le gé nek és mér té ké nek le író jel le gû ismertetése;
– a szem ben meg fi gyelt bár mely egyéb lé zió (pl. vasz ku la ri zá ció, pan nus kép zõ dés, össze ta pa dá sok, el szí ne zõ dés)

ismertetése;
– a sze men kí vül je lent ke zõ ká ros lo ká lis és szisz té más ha tá sok, illetve adott eset ben a kór szö vet ta ni ered mé nyek

ismertetése.
Az ered mé nyek disz kusszi ó ja.

3.2. Az ered mé nyek ér tel me zé se

A la bo ra tó ri u mi ál la to kon vég zett szem ir ri tá ci ós vizs gá la tok ered mé nye i nek em ber re ext ra po lá lá sa csak kor lá to zott
ér vé nyes sé gû. Az al bí nó nyúl sok eset ben ér zé ke nyebb a szem ir ri tá ló vagy -korróziós anyagokra, mint az ember.

Vi gyáz ni kell, hogy az ada tok ér tel me zé se so rán ki zár ha tó le gyen a má sod la gos fer tõ zés ered mé nye ként je lent ke zõ
irritáció lehetõsége.
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I. táblázat

A szemléziók osztályozása

Sza ru hár tya

Ho má lyos ság: a ho má lyos ság mér té ke (az ér ték meg ál la pí tá sá hoz a leg sû rûbb te rü le tet kell ven ni) (*)

Nem ész lel he tõ fe ké lye se dés vagy ho má lyos ság .......................................................................................................... 0

Szór vá nyos vagy dif fúz ho má lyos te rü le tek (a meg szo kott csil lo gás eny he tom pu lá sán kí vül), a szi vár vány hár tya
rész le tei tisz tán lát ha tók ................................................................................................................................................ 1

Könnyen ki ve he tõ át tet szõ te rü let; a szi vár vány hár tya rész le tei kis sé el ho má lyo so dot tak .......................................... 2

Gyöngy ház fé nyû te rü let; a szi vár vány hár tya sem mi lyen rész le te nem lát ha tó; a pu pil la mé re te alig ész lel he tõ ........ 3

Nem át lát szó sza ru hár tya; a szi vár vány hár tya egy ál ta lán nem lát ha tó ......................................................................... 4

Le het sé ges ma xi mum: 4

(*) A sza ru hár tya ho má lyos te rü le té nek nagy sá gát kell fel je gyez ni.

Szi vár vány hár tya

Nor má lis ....................................................................................................................................................................... 0
Ész re ve he tõ en mé lyebb re dõk, vér bõ ség, duz za nat, mér sé kelt vér bõ ség a sza ru hár tya kö rül; vagy be lö vellt ség; a szi -
vár vány hár tya fény re re a gál (a las sú re ak ció is po zi tív) ............................................................................................... 1
Vér zés, nagy mér vû ron cso ló dás, vagy nem re a gál a fény re ......................................................................................... 2

Le het sé ges ma xi mum: 2

Kö tõ hár tya

Vö rö sö dés (a szem hé jak és a szem go lyó kö tõ hár tyá já ra vo nat ko zik; ki vé ve a sza ru hár tyát és a szivárványhártyát)
Nor má lis ....................................................................................................................................................................... 0
Egyes vér erek vér tel tek (be lö vell tek) ........................................................................................................................... 1
Dif fúz, bí bor vö rös szín; az egyes vér erek ne he zen ki ve he tõk ...................................................................................... 2
Dif fúz erõ tel jes vö rös ................................................................................................................................................... 3

Le het sé ges ma xi mum: 3
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Kö tõ hár tya-vi ze nyõ (che mo sis)

Duz za nat (a szem hé jak és/vagy a pis lo gó hár tyák ese té ben)

Nor má lis ....................................................................................................................................................................... 0

A nor má lis nál kis sé duz zad tabb ................................................................................................................................... 1

Nyil ván va ló duz za nat, a szem hé jak rész le ges ki for du lá sá val ...................................................................................... 2

Duz za nat, nagy já ból fé lig zárt szem hé jak kal ............................................................................................................... 3

Duz za nat, és a szem hé jak több mint fé lig zár va van nak .............................................................................................. 4

Le het sé ges ma xi mum: 4

Mel lék let

Lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia szem ir ri tá ció és szem kor ró zi ós ha tás vizsgálatához

ÁLTALÁNOS MEGFONTOLÁSOK

A tu do má nyos éssze rû ség és az ál la tok kí mé le te ér de ké ben fon tos, hogy el ke rül he tõ le gyen az ál la tok kal való szük -
ség te len kí sér le te zés, illetve mi ni má lis ra le hes sen csök ken te ni azok nak a vizs gá la tok nak a szá mát, ame lyek va ló szí nû -
leg sú lyos vá lasz re ak ci ó kat vál ta nak ki a kí sér le ti ál la tok ban. Az in vivo vizs gá la tok fon to ló ra vé te le elõtt min den, az
anyag po ten ci á lis szem ir ri tá ló/-kor ró zi ós ha tá sá val össze füg gõ in for má ci ót ki kell ér té kel ni. Le het, hogy ele gen dõ bi zo -
nyí ték van a vizs gá lan dó anyag szem ir ri tá ci ós vagy -kor ró zi ós po ten ci ál szem pont já ból tör té nõ be so ro lá sá ra anél kül,
hogy la bo ra tó ri u mi ál la to kon kí sér le te ket kel le ne vé gez ni. Az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé sé vel és a lép csõ ze tes
vizs gá la ti stra té gia al kal ma zá sá val te hát mi ni má lis ra csök kent he tõ az in vivo vizs gá la tok szük ség sze rû sé ge, kü lö nö sen,
ha az anyag va ló szí nû leg sú lyos re ak ci ó kat okoz.

Az anya gok szem ir ri tá ló és -kor ró zi ós ha tá sá val kap cso lat ban ren del ke zés re álló in for má ci ók ér té ke lés re ja va solt el -
vé gez ni az ada tok bi zo nyí tó ere jé nek elem zé sét annak ér de ké ben, hogy meg le hes sen ha tá roz ni, hogy az in vivo szem -
vizs gá la to kon kí vül szük ség van-e egyéb vizs gá la tok ra az ir ri tá ló/kor ró zi ós po ten ci ál jel lem zé sé hez. Ha to váb bi vizs gá -
la tok ra van szük ség, a vo nat ko zó kí sér le ti ada tok össze gyûj té sé hez a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gi át ja va solt al kal maz -
ni. Az olyan anya gok ese té ben, ame lye ket ko ráb ban nem vizs gál tak, az anyag szem kor ró zi ós/szem ir ri tá ci ós po ten ci ál já -
nak ér té ke lé sé hez szük sé ges adat sor elõ ál lí tá sá hoz a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gi át kell al kal maz ni. Az eb ben a mel -
lék let ben is mer te tett vizs gá la ti stra té gi át egy OECD-mun ka ér te kez le ten (1) dol goz ták ki, majd ké sõbb jó vá hagy ták, és a
Har mo ni zált in teg rált ve szély osz tá lyo zá si rend szer a ve gyi anya gok hu mán egész ség ügyi és kör nye ze ti ha tá sa i nak osz -
tá lyo zá sá ra ke re té ben ki bõ ví tet ték és 1998 no vem be ré ben a Ve gyi Anyag Bi zott ság és a Ve gyi Anyag Mun ka cso port
28. együt tes ülésén jóváhagyták (2).

Bár ez a vizs gá la ti stra té gia nem ké pe zi szer ves ré szét a B.5. vizs gá la ti mód szer nek, ki fe je zés re jut tat ja a szemirritá -
ciós/szem kor ró zi ós sa já tos sá gok meg ha tá ro zá sá ra aján lott meg kö ze lí tést. Ez a meg kö ze lí tés tes te sí ti meg a leg jobb gya -
kor la tot, és eti kai szem pont ból is irány adó az in vivo szem ir ri tá ci ós/szem kor ró zi ós vizs gá la tok hoz. A vizs gá la ti mód szer 
út mu ta tást ad az in vivo vizs gá la tok el vég zé sé hez és össze fog lal ja azo kat a té nye zõ ket, ame lye ket az ilyen vizs gá la tok
meg kez dé se elõtt fon to ló ra kell ven ni. A lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia az ada tok bi zo nyí tó ere jén ala pu ló meg kö ze lí -
tést tesz le he tõ vé az anya gok szem ir ri tá ci ós/szem kor ró zi ós tu laj don sá ga i val kap cso la tos meg lé võ ada tok ér té ke lé sé hez,
és lép csõ ze tes meg kö ze lí tést azon anya gok vo nat ko zó ada ta i nak össze gyûj té sé hez, ame lyek hez to váb bi vizs gá la tok ra
van szük ség, vagy ame lye ket ko ráb ban egy ál ta lán nem vizs gál tak. A stra té gia ma gá ban fog lal ja to váb bá, hogy elõ ször
va li dált és el fo ga dott in vit ro vagy ex vivo vizs gá la to kat kell vé gez ni, majd meg ha tá ro zott kö rül mé nyek ese tén a
B.4. bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós vizs gá la ti mód szer rel to váb bi vizs gá la to kat (3) (4) kell le foly tat ni.

A LÉPÉSENKÉNTI VIZSGÁLATI STRATÉGIA ISMERTETÉSE

A vizs gá la tok nak a lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia (ábra) ke re té ben tör té nõ el vég zé se elõtt min den ren del ke zés re álló
in for má ci ót ki kell ér té kel ni annak meg ha tá ro zá sa ér de ké ben, hogy szük ség van-e in vivo szem vizs gá la tok ra. Bár
egy-egy pa ra mé ter (pl. szél sõ sé ges pH-ér ték) vizs gá la tá ból is je len tõs mennyi sé gû in for má ció nyer he tõ ki, az összes ren -
del ke zés re álló in for má ci ót figye lembe kell ven ni. A kér dé ses anyag vagy szer ke ze ti ana lóg jai ha tá sa i val kap cso la tos
összes vo nat ko zó ada tot ér té kel ni kell az ada tok bi zo nyí tó ere jé rõl való dön tés meg ho za ta la kor, és meg is kell in do kol ni
ezt a dön tést. El sõd le ges hang súlyt kell fek tet ni az anyag gal kap cso lat ban ren del ke zés re álló hu mán és ál lat kí sér le tes
ada tok ra, ezt köve tõen az in vit ro vagy ex vivo vizs gá la tok ered mé nyé re. Le he tõ ség sze rint ke rül ni kell kor ró zi ós ha tá sú
anya gok in vivo vizs gá la tát. A vizs gá la ti stra té gia so rán figye lembe ve en dõ té nye zõk a következõk:
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A ren del ke zés re álló hu mán és ál lat kí sér le tes ada tok ér té ke lé se (1. lé pés). Elsõ lé pés ben a ren del ke zés re álló hu mán
ada to kat, pl. kli ni kai vagy mun ka egész ség ügyi vizs gá la to kat, valamint eset ta nul má nyo kat és/vagy ál la tok ban vég zett
szem vizs gá la tok ada ta it kell ki ér té kel ni, mi vel ezek a szem re gya ko rolt ha tá sok kal köz vet le nül össze füg gõ in for má ci ó -
kat szol gál tat nak. Ezt köve tõen a ren del ke zés re álló bõr kor ró zi ós/bõr ir ri tá ci ós hu mán vizs gá la tok és/vagy ál lat kí sér le tek 
ada ta it kell ki ér té kel ni. Az is mer ten szem kor ró zi ós ha tá sú vagy sú lyo san szem ir ri tá ló anya go kat nem sza bad ál la tok sze -
mé be csep pen te ni, aho gyan a bõr re kor ró zi ós ha tá sú vagy ir ri tá ló anya go kat sem; az ilyen anya go kat úgy kell te kin te ni,
hogy a szem re is kor ró zi ós ha tá sú ak és/vagy ir ri tá lók. Nem sza bad in vivo szem vizs gá la to kat vé gez ni olyan anya gok kal
sem, ame lyek ese té ben ko ráb bi szem vizs gá la tok alap ján ele gen dõ bi zo nyí ték van az ilyen hatások hiányára.

A szer ke zet-ak ti vi tá si össze füg gé sek (SAR) elem zé se (2. lé pés). Ha van nak, fon to ló ra kell ven ni szer ke ze ti leg ro kon
anya gok vizs gá la tát. Ha a szer ke ze ti leg ro kon anya gok kal vagy ele gye ik kel kap cso lat ban ele gen dõ olyan hu mán
és/vagy ál lat kí sér le tes adat áll ren del ke zés re, amely va ló szí nû sí ti a szem kor ró zi ós/szem ir ri tá ci ós po ten ci ált, fel té te lez -
he tõ, hogy a vizs gá lan dó anyag ugyan ilyen vá lasz re ak ci ó kat vált ki. Ilyen ese tek ben a vizs gá lan dó anya got eset leg nem
kell meg vizs gál ni. A lép csõ ze tes vizs gá la ti stra té gia ér tel mé ben a szer ke ze ti leg ro kon anya gok vagy ele gye ik vizs gá la tá -
ból szár ma zó ne ga tív ada tok nem je len te nek ele gen dõ bi zo nyí té kot arra, hogy az anyag nem kor ró zi ós ha tá sú vagy nem
ir ri tá ló. A bõr re és a szem re gya ko rolt ha tá sok vo nat ko zá sá ban is va li dált és el fo ga dott SAR-meg kö ze lí té se ket kell al -
kal maz ni a kor ró zi ós és ir ri tá ló po ten ci ál meghatározására.

Fi zi kai-ké mi ai tu laj don sá gok és ké mi ai re ak ti vi tás (3. lé pés). A szél sõ sé ges, pél dá ul a pH £ 2,0 és ³ 11,5 kém ha tá sú
anya gok erõ tel jes lo ká lis ha tást gya ko rol hat nak. Ha a szél sõ sé ges pH-ér ték az alap ja annak, hogy egy anya got kor ró zi ós
ha tá sú nak mi nõ sít se nek, ak kor figye lembe le het ven ni az anyag sav/al ká li tar ta lé kát (vagy puf fer ka pa ci tá sát) is (5) (6).
Ha a puf fer ka pa ci tás alap ján va ló szí nû sít he tõ, hogy az anyag nem szem kor ró zi ós ha tá sú, ak kor en nek meg erõ sí té sé re to -
váb bi vizs gá la to kat kell vé gez ni, le he tõ leg va li dált és el fo ga dott in vit ro vagy ex vivo mód sze rek al kal ma zá sá val (lásd az
5. és 6. lé pést).

Más meg lé võ in for má ci ók fon to ló ra vé te le (4. lé pés). Eb ben a fá zis ban a der má lis al kal ma zás ese tén je lent ke zõ szisz -
té más to xi ci tás sal kap cso lat ban ren del ke zés re álló összes in for má ci ót ki kell ér té kel ni. A vizs gá lan dó anyag akut der má -
lis to xi ci tá sát is fon to ló ra kell ven ni. Elõ for dul hat, hogy nem kell a szem ben meg vizs gál ni egy anya got, ha iga zol ták,
hogy der má lis al kal ma zás ese tén erõ sen mér ge zõ. Bár nem fel tét le nül van össze füg gés az akut der má lis to xi ci tás és a
szem ir ri tá ció/szem kor ró zió kö zött, fel kell té te lez ni, hogy ha egy szer der má li san al kal maz va erõ sen mér ge zõ, a szem be
csep pent ve is na gyon mér ge zõ lesz. Az ilyen ada to kat a 2. és a 3. lé pés kö zött is figye lembe le het venni.

In vit ro vagy ex vivo vizs gá la tok ered mé nyei (5. és 6. lé pés). Nem kell ál la to kon kí sér le tez ni olyan anya gok kal, ame -
lyek va li dált és ki mon dot tan a szem vagy a bõr kor ró zi ó já nak/ir ri tá ci ó já nak ér té ke lé sé re el fo ga dott mód sze rek kel vég -
zett in vit ro vagy ex vivo vizs gá la tok ban (7) (8) kor ró zi ós vagy sú lyos ir ri tá ló ha tást mu tat tak. Ilyen eset ben fel le het té te -
lez ni, hogy az anyag in vivo is ha son ló an sú lyos ha tá so kat vált ki. Ha nem áll nak ren del ke zés re va li dált és el fo ga dott in
vit ro ex vivo vizs gá la tok, át le het ugor ni az 5. és a 6. lé pést és köz vet le nül a 7. lé pés hez lép ni.

Az anyag in vivo bõr ir ri tá ló vagy bõr kor ró zi ós ha tá sá nak vizs gá la ta (7. lé pés). Ha a fent fel so rolt vizs gá la tok ada tai
alap ján nincs ele gen dõ bi zo nyí ték, amellyel meg gyõ zõ mó don el le het ne vé gez ni az anyag szem ir ri tá ci ós/szem kor ró zi ós 
po ten ci ál já nak az ada tok bi zo nyí tó ere jén ala pu ló elem zé sét, elõ ször az in vivo bõr ir ri tá ci ós/bõr kor ró zi ós po ten ci ált kell
a B4. vizs gá la ti mód szer (4) és az ah hoz csa tolt mel lék let (9) se gít sé gé vel ki ér té kel ni. Ha ki mu tat ha tó, hogy az anyag
bõr kor ró zi ót vagy sú lyos bõr ir ri tá ci ót okoz, más kö vet kez te tést alá tá masz tó in for má ci ók hi á nyá ban az anya got korró -
ziós ha tá sú szem ir ri tá ló anyag nak kell te kin te ni. Ilyen mó don te hát nem kell in vivo szem vizs gá la tot vé gez ni. Ha az
anyag nem bõr kor ró zi ós vagy sú lyo san bõr ir ri tá ló ha tá sú, in vivo szem vizs gá la tot kell végezni.

In vivo vizs gá lat nyu lak ban (8. és 9. lé pés). Az in vivo szem vizs gá la to kat egyet len ál la tot al kal ma zó ki in du lá si vizs gá -
lat tal kell kez de ni. Ha en nek ered mé nyei sze rint az anyag sú lyo san szem ir ri tá ló vagy szem kor ró zi ós ha tá sú, nem sza bad
to váb bi vizs gá la to kat vé gez ni. Ha a ki in du lá si vizs gá lat nem mu tat ki sem mi lyen kor ró zi ós vagy sú lyo san ir ri tá ló ha tást,
két to váb bi ál lat al kal ma zá sá val ellen õr zõ vizs gá la tot kell végezni.
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Ábra

Vonatkozó vizsgálati és kiértékelési stratégia szemirritáció, illetve szemkorróziós hatás vizsgálatához

Te vé keny ség Ered mény Kö vet ke ze tés

1. A meg lé võ hu mán és/vagy ál lat kí sér le -
tes ada tok sze rint ha tás sal van a
 szemre

Sú lyos szem ká ro so dás Csúcs vég pont; szem kor ró zi ós ha -
tá sú nak kell te kin te ni. Nincs szük -
ség vizs gá la tok ra.

Szem ir ri tá ló ha tá sú Csúcs vég pont; szem ir ri tá ló ha tá sú -
nak kell te kin te ni. Nincs szük ség
vizs gá la tok ra.

Nem kor ró zi ós ha tá sú vagy ir ri tá ló
a szem re

Csúcs vég pont; nem szem kor ró zi ós
és nem szem ir ri tá ló ha tá sú nak kell
te kin te ni. Nincs szük ség vizs gá la -
tok ra.

A meg lé võ hu mán és/vagy ál lat kí sér le -
tes ada tok sze rint bõr kor ró zi ós ha tá sú

Bõr kor ró zi ós ha tá sú Fel kell té te lez ni, hogy szem kor ró -
zi ós ha tá sú. Nincs szük ség vizs gá -
la tok ra.

A meg lé võ hu mán és/vagy ál lat kí sér le -
tes ada tok sze rint sú lyo san bõr ir ri tá ló

Sú lyo san bõr ir ri tá ló Fel kell té te lez ni, hogy szem ir ri tá ló 
ha tá sú. Nincs szük ség vizsgála -
tokra.

¯
Nincs in for má ció, vagy van, de nem

meg gyõ zõ

¯
2. SAR-ér té ke lést kell vé gez ni a szem -

kor ró zi ó ra/szem ir ri tá ci ó ra vonatko -
zóan

Sú lyos szem ká ro so dást je lez elõ re Fel kell té te lez ni, hogy szem kor ró -
zi ós ha tá sú. Nincs szük ség vizs gá -
la tok ra.

Szem ir ri tá ci ót je lez elõ re Fel kell té te lez ni, hogy szem ir ri tá ló
ha tá sú. Nincs szük ség vizs gá la tok ra.

SAR-ér té ke lést kell vé gez ni a bõr kor -
ró zi ó ra vo nat ko zó an

Bõr kor ró zi ót je lez elõ re Fel kell té te lez ni, hogy szem kor ró -
zi ós ha tá sú. Nincs szük ség vizs gá -
la tok ra.

¯
Nem le het elõ re jel zést ten ni, vagy az
elõ re jel zé sek nem meg gyõ zõk vagy

 negatívak

¯
3. Meg kell mér ni a pH-t (adott eset ben

figye lembe kell ven ni a puf fer ka pa ci -
tást is)

pH £ 2 vagy ³ 11,5 (nagy puf fer ka -
pa ci tás sal, amennyi ben lé nye ges)

Fel kell tél te lez ni, hogy szem kor ró -
zi ós ha tá sú. Nincs szük ség vizs gá -
la tok ra.

¯

2 < pH < 11,5, vagy pH £ 2 vagy pH ³
11,5 ala csony vagy nul la puf fer ka pa ci -

tás sal, amennyi ben lé nye ges

¯
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Te vé keny ség Ered mény Kö vet ke ze tés

4. Ki kell ér té kel ni a der má lis al kal ma zás 
ese tén mér he tõ szisz té más to xi ci tást

Na gyon mér ge zõ olyan kon cent rá -
ci ók nál, ahol a szem vizs gá la to kat
vé gez nék.

Az anyag túl zot tan mér ge zõ ah hoz,
hogy vizs gál ni le hes sen. Nincs
szük ség vizs gá la tok ra.

¯
Nincs ilyen in for má ció, vagy az anyag

nem na gyon mér ge zõ

¯
5. El kell vé gez ni egy va li dált in vit ro

vagy ex vivo szem kor ró zi ós vizs gá la tot
Kor ró zi ós ha tás ra uta ló vá lasz In vivo kor ró zi ós ha tást kell fel té te -

lez ni. Nincs szük ség to váb bi vizs -
gá la tok ra.

¯
Az anyag nem kor ró zi ós ha tá sú, vagy a 

szem kor ró zi ós vizs gá la tá ra még nin -
cse nek va li dált in vit ro vagy ex vivo

vizs gá la ti mód sze rek

¯
6. El kell vé gez ni egy va li dált és el fo ga -

dott in vit ro vagy ex vivo szemirritá -
ciós vizs gá la tot

Ir ri tá ló vá lasz Fel kell fel té te lez ni, hogy szem ir ri -
tá ló ha tá sú. Nincs szük ség to váb bi
vizs gá la tok ra.

¯
Az anyag nem ir ri tá ló, vagy a szem ir ri -

tá ció vizs gá la tá ra vo nat ko zó an még
nin cse nek va li dált in vit ro vagy ex vivo 

vizs gá la ti mód sze rek

¯
7. Kí sér le ti úton meg kell ha tá roz ni az in

vivo szem ir ri tá ci ós/szem ma rá si po ten -
ci ált (l. a 4B. vizs gá la ti mód szert és
annak mel lék le tét

Kor ró zi ós ha tás vagy sú lyos ir ri tá -
ci ós vá lasz

Fel kell té te lez ni, hogy szem kor ró -
zi ós ha tá sú. Nincs szük ség to váb bi
vizs gá la tok ra.

¯
Az anyag nem kor ró zi ós ha tá sú vagy

nem sú lyo san szem ir ri tá ló

¯
8. Egyet len nyú lon el kell vé gez ni az elõ -

ze tes in vivo szem vizs gá la tot
Sú lyos szem ká ro so dás Szem kor ró zi ós ha tá sú nak kell te -

kin te ni. Nincs szük ség to váb bi
vizs gá la tok ra.

¯
Nincs sú lyos ká ro so dás, vagy nincs

 válasz

¯
9. Egy vagy két to váb bi ál la ton el kell vé -

gez ni az ellen õr zõ vizs gá la tot
Kor ró zi ós vagy ir ri tá ló ha tá sú Szem kor ró zi ós vagy szem ir ri tá ló

ha tá sú nak kell te kin te ni. Nincs
szük ség to váb bi vizs gá la tok ra.

Nem kor ró zi ós vagy ir ri tá ló ha tá sú Nem szem kor ró zi ós és nem szem -
irritáló ha tá sú. Nincs szük ség to -
váb bi vizs gá la tok ra.
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6. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

B.31. PRENATÁLIS FEJLÕDÉSI TOXICITÁS VIZSGÁLAT

1. MÓDSZER

Ez a mód szer az OECD TG 414 (2001) mód szer meg fe le lõ je.

1.1. Be ve ze tés

E fej lõ dé si to xi ci tá si vizs gá la ti mód szer se gít sé gé vel ál ta lá nos in for má ci ók nyer he tõk a vem hes kí sér le ti ál la tot és a
méh ben fej lõ dõ élõ szer ve ze tet érõ pre na tá lis ex po zí ció ha tá sa i val kap cso la to san, és ma gá ban fog lal hat ja az anyai ha tá -
sok, to váb bá a mag zat el ha lás, a mag zat ban fel lé põ struk tu rá lis rend el le nes sé gek vagy rend el le nes nö ve ke dés vizs gá la -
tát. A funk ci o ná lis de fek tu sok, bár a fej lõ dés szem pont já ból igen fon to sak, nem ké pe zik szer ves ré szét en nek a mód szer -
nek. Az ilyen ha tá sok kü lön vizs gá lat vagy e mód szer hez kap cso ló dó an ki egé szí tõ vizs gá lat ke re té ben ta nul má nyoz ha -
tók a fej lõ dé si ne u ro to xi ci tá si vizs gá la ti mód szer al kal ma zá sá val. A funk ci o ná lis de fek tu sok és más poszt na tá lis ha tá sok 
vizs gá la tá ra vo nat ko zó in for má ci ók kal kap cso lat ban a két ge ne rá ci ós rep ro duk ci ós to xi ci tá si vizs gá la ti mód szert,
valamint a fej lõ dé si ne u ro to xi ci tá si vizs gá la ti mód szert kell segítségül hívni adott esetben.

E vizs gá la ti mód szert ese ten ként a vizs gá lan dó anyag gal, így pél dá ul annak fi zi kai-ké mi ai vagy to xi ko ló gi ai tu laj don -
sá ga i val kap cso la tos konk rét is me re tek alap ján egye di ese tek hez kell adap tál ni. Az ilyen adap tá ció ak kor el fo gad ha tó,
ha meg gyõ zõ tu do má nyos bi zo nyí té kok sze rint in for ma tí vabb vizs gá la tot ered mé nyez. Ilyen eset ben a tu do má nyos bi -
zo nyí té ko kat rész le te sen is mer tet ni kell a vizs gá la ti jelentésben.

1.2. Fo ga lom meg ha tá ro zá sok

»Fej lõ dé si to xi ko ló gia«: a fo gan ta tás elõtt vagy a pre na tá lis fej lõ dés so rán, vagy a szü le tés és sze xu á lis érés kö zöt ti
idõ szak ban (poszt na tá li san) tör té nõ ex po zí ci ó ból szár ma zó, a fej lõ dõ élõ szer ve ze tet érõ ká ros ha tá sok vizs gá la ta. A fej -
lõ dé si to xi ci tás fõ meg nyil vá nu lá sai: 1. az élõ szer ve zet el ha lá sa/el hul lá sa, 2. struk tu rá lis rend el le nes ség, 3. rend el le nes
nö ve ke dés és 4. funk ci o ná lis de fek tus. A fej lõ dé si to xi ko ló gia ko ráb ban te ra to ló gia né ven volt ismert.

»Ká ros ha tás«: a nor mál hoz ké pest bár mi lyen, a ke ze lés sel össze füg gõ el vál to zás, amely csök ken ti az élõ szer ve zet
túl élés re, sza po ro dás ra vagy kör nye zet hez való al kal maz ko dás ra való ké pes sé gét. A fej lõ dé si to xi ko ló gia te rü le tén a
leg szé le sebb ér te lem ben véve ide tar to zik bár mely olyan ha tás, amely meg za var ja a kon cep tus nor má lis fej lõ dé sét a szü -
le tés elõtt és után.

»Rend el le nes nö ve ke dés«: az utód szer ve i nek vagy tes té nek tö me gé ben vagy mé re té ben be kö vet ke zõ elváltozás.

»El vál to zá sok (rend el le nes sé gek)«: struk tu rá lis el vál to zá sok a fej lõ dés so rán, ame lyek ma guk ban fog lal ják mind a
de for mi tá so kat, mind az el té ré se ket (28).

»De for mi tás/sú lyos fej lõ dé si rend el le nes ség«: az ál lat ra ár tal mas nak (vagy akár le tá lis nak) tar tott struk tu rá lis vál to -
zás, amely ál ta lá ban rit ka.

»El té rés/ki sebb fej lõ dé si rend el le nes ség«: az ál lat ra kis fok ban ár tal mas nak vagy ár tal mat lan nak tar tott struk tu rá lis
vál to zás; le het át me ne ti jel le gû, és vi szony lag gyak ran elõ for dul hat a kont roll po pu lá ci ó ban.

»Kon cep tus«: a meg ter mé ke nyí tett pe te sejt szár ma zé ka i nak összes sé ge a fej lõ dés bár mely sza ka szá ban a meg ter mé -
ke nyí tés tõl a szü le té sig, amely ma gá ban fog lal ja az ext ra emb ri o ná lis bur ko kat és az emb ri ót vagy mag za tot is.

»Be ágyaz ódás«: a blasz to cisz tá nak a méh hám ré te gé hez való kap cso ló dá sa, amely ma gá ban fog lal ja a méh hám szö -
ve tén tör té nõ át ha to lást és méh nyál ka hár tyá ba tör té nõ be ágyaz ódá sát.

»Emb rió«: az élõ szer ve zet ko rai vagy fej lõ dõ stá di u ma, még pe dig a meg ter mé ke nyí tett pe te sejt bõl ki ala ku ló fej lõ dé -
si pro duk tum a hosszan ti ten gely meg je le né se után, és amíg és az összes fõbb struk tú ra ki nem ala kul.

»Emb ri o to xi ci tás«: ár tal mas ha tás az emb rió nor mál struk tú rá já ra, fej lõ dé sé re, nö ve ke dé sé re és/vagy életképessé -
gére.

»Mag zat«: a poszt emb ri o ná lis sza kasz ban lévõ, meg nem szü le tett utód.

»Mag za ti to xi ci tás«: ár tal mas ha tás a mag zat nor mál struk tú rá já ra, fej lõ dé sé re, nö ve ke dé sé re és/vagy életképessé -
gére.

»Abor tusz«: a fo gan ta tás pro duk tu má nak, azaz az emb ri ó nak vagy egy élet kép te len mag zat nak a méh bõl tör té nõ idõ
elõt ti ki lö kõ dé se/el tá vo lí tá sa.

»Fel szí vó dás«: a méh be be ágya zó dott, majd el halt kon cep tus fel szí vó dik vagy fel szí vó dott.

»Ko rai fel szí vó dás«: a be ágyaz ódás nyo ma fel is mer he tõ emb rió/mag zat nél kül.

»Ké sõi fel szí vó dás«: el halt emb rió vagy mag zat kül sõ de ge ne ra tív vál to zá sok kal.
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»NOAEL«: a nem ész lel he tõ ká ros ha tás szint jé nek (no-ob ser ved-ad ver se-ef fect-le vel) rö vi dí té se, amely azt a leg -
magasabb dó zis szin tet vagy ex po zí ci ós szin tet je lö li, amely nél nem fi gyel he tõk meg a ke ze lés sel össze füg gõ ká ros
 hatások.

1.3. Re fe ren cia anyag

Nincs.

1.4. A vizs gá la ti mód szer elve

A vizs gá lan dó anya got ál ta lá ban vem hes ál la tok nak ada gol ják leg alább a be ágyaz ódás tól az ex ter mi ná lás ter ve zett
idõ pont ját meg elõ zõ na pig, amely nek a le he tõ leg kö ze lebb kell es nie az el lés nor mál nap já hoz anél kül, hogy az idõ elõt ti
el lés  miatt fel me rül ne az ada tok el vesz té sé nek koc ká za ta. A vizs gá la ti mód szer rel nem csak az or ga no ge ne zis idõ sza kát
(pl. rág csá lók ban az 5. és 15. nap kö zöt ti idõ szak, nyúl ban pe dig a 6. és 18. nap kö zöt ti idõ szak) le het vizs gál ni, ha nem
már a be ágyaz ódás elõt ti idõ szak tól kezd ve adott eset ben az egész vem hes sé gen át a csá szár met szés elõt ti na pig je lent ke -
zõ ha tá so kat is. Rö vid del a csá szár met szés elõtt a nõs té nye ket ex ter mi nál ni kell, és meg kell vizs gál ni a méh tar tal mat, a
mag za tok ese té ben pe dig meg kell vizs gál ni a kül sõ leg lát ha tó rend el le nes sé ge ket, valamint a lágy szö vet ben és váz rend -
szer ben ész lel he tõ elváltozásokat.

1.5. A vizs gá la ti mód szer is mer te té se
1.5.1. Az ál lat faj ki vá lasz tá sa
Aján la tos a vizs gá la tot az erre leg al kal ma sabb faj ban vé gez ni, és olyan la bo ra tó ri u mi fajt és tör zset al kal maz ni, ame -

lyet szé les kör ben hasz nál nak pre na tá lis fej lõ dé si to xi ci tá si vizs gá la tok hoz. A pre fe rált rág csá ló faj a pat kány, a pre fe rált
nem rág csá ló faj pe dig a nyúl. Az et tõl el té rõ fa jok al kal ma zá sát meg fele lõen in do kol ni kell.

1.5.2. Az ál la tok tar tá sá nak és ete té sé nek kö rül mé nyei
Rág csá lók ese té ben a kí sér le ti he lyi ség hõ mér sék le té nek 22 °C (± 3 °C)-nak, nyu lak ese té ben pe dig 18 °C

(± 3 °C)-nak kell len nie. Bár a he lyi ség re la tív pá ra tar tal má nak leg alább 30%-nak kell len nie, illetve a ta ka rí tás idõ tar ta -
má tól el te kint ve le he tõ leg ne ha lad ja meg a 70%-ot, a cél ér ték nek 50 és 60% kö zött kell len nie. A vi lá gí tás le gyen mes -
ter sé ges; 12 órás vi lá gos és 12 órás sö tét pe ri ó du sok vált sák egy mást. Az ete tés hez stan dard la bo ra tó ri u mi ta kar mány
alkal mazható, kor lát lan mennyi sé gû ivó víz biz to sí tá sa mellett.

A pá roz ta tá so kat erre a cél ra al kal mas ket re cek ben kell vé gez ni. Bár elõ nyö sebb a pá roz ta tott ál la to kat egye di leg tar -
ta ni, kis szám ban cso por tos tar tás is el fo gad ha tó.

1.5.3. Az ál la tok elõ ké szí té se
Leg alább 5 na pon át a la bo ra tó ri um kö rül mé nye i hez szok ta tott, egész sé ges ál la to kat kell al kal maz ni, ame lyek ko ráb -

ban nem vol tak más kí sér let ala nyai. A kí sér le ti ál la tok jel lem zé se kor meg kell adni az ál lat fa ját, tör zsét, szár ma zá sát,
iva rát, test tö me gét és/vagy élet ko rát. Amennyi re csak meg old ha tó, az ál la tok az összes vizs gá la ti cso port ban le gye nek
azo nos test tö me gû ek és ko rú ak. Min den dó zis hoz még egy szer sem el lett, fi a tal fel nõtt nõs té nye ket kell hasz nál ni.
A nõs té nye ket azo nos fajú és azo nos törzs bõl szár ma zó hí mek kel kell pá roz tat ni, és ke rül ni kell a test vé rek pá roz ta tá sát.
Rág csá lók ese té ben a vem hes ség 0. nap ja az, ami kor hü vely du gó és/vagy sper ma ész lel he tõ; nyu lak ese té ben a 0. nap ál -
ta lá ban a pár zás vagy a mes ter sé ges meg ter mé ke nyí tés nap ja, ha ezt a tech ni kát al kal maz zák. A pá roz ta tott nõs té nye ket
tor zí tat lan mó don kell a kont roll- és a ke ze lé si cso por tok ba be osz ta ni. A ket re ce ket úgy kell el ren dez ni, hogy mi ni má lis -
ra le hes sen csök ken te ni a ket rec el he lye zé se je len tet te le het sé ges ha tá so kat. Min den ál la tot egye di azo no sí tó szám mal
kell el lát ni. A pá roz ta tott nõs té nye ket tor zí tat lan mó don kell be osz ta ni a kont roll- és a ke ze lé si cso por tok ba, és ha a nõs -
té nye ket cso por to san pá roz tat ják, az egyes pá roz ta tá si cso por tok ból szár ma zó ál la to kat egyen le te sen kell el osz ta ni a ke -
ze lé si és kont roll cso por tok ban. Az azo nos hím mel pá roz ta tott nõs té nye ket is egyen le te sen kell szét osz ta ni a kü lön bö zõ
cso por tok ba.

1.6. El já rás
1.6.1. Az ál la tok szá ma és iva ra
Min den vizs gá la ti és kont roll cso port ba ele gen dõ szá mú nõs tényt kell be osz ta ni ah hoz, hogy leg alább kö rül be lül

20 olyan nõs tény áll jon ren del ke zés re, ame lyek ben a bon co lás kor be á gya zó dá si he lyek ta lál ha tók. A 16-nál ke ve sebb
nõs tényt – ame lyek ben be á gya zó dá si he lyek ta lál ha tók – tar tal ma zó cso por tok eset leg nem meg fe le lõ ek a vizs gá lat ra.
Az anya ál la tok el hul lá sa nem fel tét le nül te szi ér vény te len né a vizs gá la tot, fel té ve, hogy arány nem ha lad ja meg a kö rül -
be lül 10%-ot.

1.6.2. A dó zi sok elõ ké szí té se
Ha a be adás meg könnyí té se ér de ké ben vi võ anya got vagy más ada lé kot al kal maz nak, a kö vet ke zõ jel lem zõ ket kell

figye lembe ven ni: a vizs gá lan dó anyag fel szí vó dá sá ra, el osz lá sá ra, me ta bo liz mu sá ra és vissza tar tá sá ra vagy ki ürü lé sé re
gya ko rolt ha tá sok; a vizs gá lan dó anyag ké mi ai tu laj don sá ga i ra gya ko rolt ha tá sok, ame lyek meg vál toz tat hat ják annak
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 toxikus jel lem zõ it; valamint az ál la tok táp lá lék- és víz fo gyasz tá sá ra vagy táp lált sá gi ál la po tá ra gya ko rolt ha tá sok. A vi -
võ anyag nem le het fej lõ dés re to xi kus és nem le het ha tás sal a sza po ro dás ra sem.

1.6.3. Ada go lás

A vizs gá lan dó anya got ál ta lá ban na pon ta kell be ad ni, a be ágyaz ódás tól (pl. a pá roz ta tás utá ni 5. nap tól) a csá szár met -
szés ter ve zett idõ pont ja elõt ti na pig. Ha az eset le ge sen vég zett elõ ze tes vizs gá la tok sze rint nincs nagy va ló szí nû sé ge a
be ágyaz ódás elõt ti vesz te ség nek, a ke ze lést az egész vem hes sé gi idõ szak ra ki le het ter jesz te ni, azaz a pá roz ta tás tól egé -
szen az ex ter mi ná lás ter ve zett idõ pont ja elõt ti na pig. Jól is mert, hogy a vem hes ség so rán a nem meg fe le lõ bá nás mód
vagy stressz pre na tá lis vesz te ség hez ve zet het. A ke ze lés sel nem össze füg gõ té nye zõk  miatti pre na tá lis vesz te ség ki vé dé -
se ér de ké ben ke rül ni kell a vem hes ál la tok szük ség te len ke ze lé sét, valamint a kül sõ té nye zõk, így pél dá ul zaj  miatti
stresszt.

Leg alább há rom dó zis szin tet és ezzel pár hu za mos kont rollt kell al kal maz ni. A ke ze lé si és kont roll cso por tok ba egész -
sé ges ál la to kat kell tor zí tat lan mó don be osz ta ni. A dó zis szin te ket úgy kell meg vá lasz ta ni, hogy biz to sít sák a ki vál tott
 toxikus ha tá sok fo ko za tos sá gát. Ha csak a vizs gá lan dó anyag fi zi kai/ké mi ai jel le ge vagy bi o ló gi ai tu laj don sá gai nem
szab nak en nek ha tárt, a leg ma ga sabb dó zist úgy kell meg vá lasz ta ni, hogy va la mi lyen mér té kû fej lõ dé si és/vagy anyai
 toxicitást (kli ni kai tü ne tek vagy test tö meg-csök ke nés) idéz zen elõ, de ne okoz zon el hul lást vagy sú lyos szen ve dést. A
leg alább egy köz tes dó zist úgy kell meg vá lasz ta ni, hogy mi ni má lis mér té kû ész lel he tõ to xi kus ha tást vált son ki. Vé gül a
leg ala cso nyabb dó zist úgy kell meg vá lasz ta ni, hogy sem mi lyen anyai vagy fej lõ dé si to xi ci tás ra uta ló tü ne tet ne okoz -
zon. A dó zi sok csök ke nõ sor rend jét úgy kell meg vá lasz ta ni, hogy de monst rál has sák az eset le ges dó zis füg gõ vá la szo kat
és a nem ész lel he tõ ká ros ha tás szint jét (NOAEL). A csök ke nõ dó zis szin tek meg ha tá ro zá sá hoz gyak ran op ti má lis a
2–4-sze res in ter val lu mok al kal ma zá sa és na gyon nagy in ter val lu mok (pl. 10-nél ma ga sabb szor zó fak tor) al kal ma zá sa
ese tén gyak ran elõ nyös a dó zi sok közé egy ne gye dik vizs gá la ti cso por tot is be ik tat ni. Bár a cél az anyai NOAEL meg ha -
tá ro zá sa, olyan vizs gá la tok is el fo gad ha tók, amely ben nem határozzák meg ezt (1).

A dó zis szin tek meg vá lasz tá sa kor figye lembe kell ven ni mind az eset leg ren del ke zés re álló to xi ci tá si ada to kat, mind a
vizs gá lan dó anyag vagy ro kon anya gok me ta bo liz mu sá val vagy to xi ko ki ne ti ká já val kap cso la tos to váb bi in for má ci ó kat.
Ezek az in for má ci ók se gí tik majd az ada go lá si rend meg fe le lõ vol tá nak iga zo lá sát is.

Szük ség van egy pár hu za mos kont roll cso port ra is. Ez a cso port egy pla ce bó val ke zelt kont roll cso port, vagy ha a vizs -
gá lan dó anyag be adá sá hoz vi võ anya got hasz nál nak, ak kor egy vi võ anyag gal ke zelt kont roll cso port. Min den cso port ban
ugyan olyan tér fo ga tú vizs gá lan dó anya got vagy vi võ anya got kell be ad ni. A kont roll cso port(ok)ba tar to zó ál la to kat
ugyan olyan mó don kell ke zel ni, mint a vizs gá la ti cso por tok ban lé võ ket. A vi võ anyag gal ke zelt kont roll cso por tok ban a
leg na gyobb al kal ma zott mennyi ség ben kell be ad ni a vi võ anya got (aho gyan a leg ala cso nyabb dó zi sú ke ze lé si
 csoportban).

1.6.4. Ha tár ér ték-vizs gá lat

Ha egy egyet len, leg alább 1000 mg/test tö meg-kg/nap orá lis dó zist al kal ma zá sá val tör té nõ és az itt is mer te tett el já rá -
sok sze rint el vég zett vizs gá lat sem a vem hes ál la tok ban, sem utó da ik ban nem idéz elõ ész lel he tõ to xi ci tást, és ha egy ha -
tás a ren del ke zés re álló ada tok (pl. szer ke ze ti leg és/vagy me ta bo liz mus szem pont já ból ro kon ve gyü le tek kel kap cso la tos
ada tok) alap ján nem vár ha tó, a há rom dó zis szint al kal ma zá sá val tör té nõ tel jes vizs gá la tot ese ten ként szük ség te len el vé -
gez ni. A vár ha tó hu mán ex po zí ció ma ga sabb orá lis dó zis al kal ma zá sát te szi eset leg szük sé ges sé a ha tár ér ték-vizs gá lat
so rán. Más tí pu sú be adá si mó dok, így pél dá ul in ha lá lás vagy der má lis al kal ma zás ese tén a vizs gá lan dó anyag fi zi kai-ké -
mi ai tu laj don sá gai gyak ran elõ re je lez he tik, illetve be ha tá rol hat ják a le het sé ges ex po zí ci ós szint ma xi mu mát (pél dá ul a
der má lis al kal ma zás nem okoz hat sú lyos lokális toxicitást).

1.6.5. A dó zi sok be adá sa

A vizs gá lan dó anya got vagy vi võ anya got ál ta lá ban orá li san, in tu bá lás sal ada gol ják. Ha más be adá si mó dot al kal maz -
nak, a vizs gá la tot vég zõ nek ezt rész le te sen in do kol nia kell, és szük ség le het en nek meg fe le lõ mó do sí tá sok ra is (2) (3)
(4). A vizs gá lan dó anya got min den nap kö rül be lül ugyan ab ban az idõ pont ban kell be ad ni.

Az egyes ál la tok nak be adan dó dó zist ál ta lá ban a leg utób bi test tö meg-mé rés ered mé nye alap ján kell meg ha tá roz ni.
A vem hes ség utol só tri mesz te ré ben azon ban óva to san kell el jár ni a dó zis be ál lí tá sa kor. A túl zott anyai to xi ci tás meg elõ -
zé se ér de ké ben a dó zi sok meg vá lasz tá sá hoz fel kell hasz nál ni a meg lé võ ada to kat. Ha azon ban túl zott to xi ci tást ész lel -
nek a ke zelt anya ál la tok ban, hu má nus mó don ex ter mi nál ni kell õket. Ha több vem hes ál lat ban is a túl zott to xi ci tás je lei
ész lel he tõk, meg kell fon tol ni az adott dó zis cso port ke ze lé sé nek le ál lí tá sát. Ha az anya got mes ter sé ges táp lá lás sal ada -
gol juk, a dó zist le he tõ leg egy szer re kell egy gyo mor szon dán vagy meg fe le lõ in tu bá ci ós ka nü lön át be ad ni az ál lat nak.
Az, hogy egy szer re ma xi má li san mek ko ra tér fo ga tú fo lya dé kot le het be ad ni, az ál lat mé re té tõl függ. A tér fo gat nem ha -
lad hat ja meg az 1 ml/100 g test tö meg-arányt, ki vé ve vi zes ol da tok ese té ben, ami kor 2 ml/100 g test tö meg-arány is al kal -
maz ha tó. Ha vi võ anyag ként ku ko ri ca csí ra-ola jat al kal maz nak, az egy szer re be adott tér fo gat nem le het több mint
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0,4 ml/100 g test tö meg. A kon cent rá ci ók meg fe le lõ be ál lí tá sá val mi ni ma li zál ni kell a be adott tér fo gat va ri a bi li tá sát, és
így kell biz to sí ta ni, hogy min den dó zis szint nél azonos legyen a térfogat.

1.6.6. Az anya ál la tok meg fi gye lé se

Leg alább na pon ta egy szer el kell vé gez ni, és le kell je gyez ni a kli ni kai meg fi gye lé se ket, még pe dig le he tõ leg min dig
ugyan ab ban az idõ pont ban vagy idõ pon tok ban, ami hez figye lembe kell ven ni azt is, hogy a be adás után várt ha tá sok mi -
kor érik el a ma xi mu mu kat. Rög zí te ni kell az ál la tok ál la po tát, ezen be lül el hul lá sát, el hul lás kö ze lé ben lévõ ál la po tát, lé -
nye ges vi sel ke dés be li vál to zá sa it, illetve a szem mel lát ha tó to xi ci tás min den je lét.

1.6.7. Test tö meg és táp lá lék fo gyasz tás

A vem hes ség 0. nap ján, vagy ha kül sõ for rás ból be szer zett, adott idõ ben pá roz ta tott ál la to kat al kal maz nak, ak kor leg -
ké sõbb a vem hes ség 3. nap ján, majd a ke ze lés elsõ nap ján és azt köve tõen a ke ze lé si idõ szak ban leg alább 3 na pon ta,
 továbbá az ex ter mi ná lás ter ve zett nap ján meg kell mér ni az ál la tok test tö me gét.

A táp lá lék fo gyasz tást há rom na pon ta kell fel je gyez ni, ezen be lül is ugyan azon a na pon, ami kor a test tö meg-mé ré se ket
vég zik.

1.6.8. Post mor tem vizs gá lat

A nõs té nye ket az el lés vár ha tó idõ pont ját meg elõ zõ na pon kell ex ter mi nál ni. Az ex ter mi ná lás ter ve zett idõ pont ja elõtt
abor tusz vagy ko ra el lés je le it mu ta tó nõs té nye ket ex ter mi nál ni kell, majd a te te me ket ala pos mak ro szkó pos vizs gá lat nak 
kell alá vet ni.

A vizs gá lat be fe je zé se kor vagy a vizs gá lat so rán be kö vet ke zõ el hul lás so rán mak ro szkó po san meg kell vizs gál ni az
anya ál lat ban az eset le ges struk tu rá lis rend el le nes sé ge ket vagy pa to ló gi ás el vál to zá so kat. A tor zí tá sok mi ni ma li zá lá sa
ér de ké ben a csá szár met szés so rán az anya ál la tok, majd ezt köve tõen a mag za tok vizs gá la tát le he tõ leg anél kül kell vé -
gez ni, hogy tud ha tó len ne, me lyik ke ze lé si vagy kont roll cso port ból szár maz nak.

1.6.9. A méh tar ta lom vizs gá la ta

A vizs gá lat be fe je zé se kor vagy az el hul lás után ami lyen gyor san csak le het, ki kell ven ni az ál la tok mé hét, és el len -
õriz ni kell, hogy vem he sek vol tak-e. Azo kat a mé he ket, ame lyek nem tûn nek vem hes nek, to váb bi vizs gá la tok nak
(pl. rág csá lók ese té ben am mó ni um-szul fid fes tés nek, nyu lak ese té ben pe dig Sa lews ki-fes tés nek vagy más meg fe le lõ el -
já rás nak) kell alá vet ni annak iga zo lá sa ér de ké ben, hogy az ál lat va ló ban nem volt vem hes (5).

A vem hes mé he ket a méh nyak kal együtt meg kell mér ni. Nem kell meg mér ni azok nak a vem hes mé hek nek a tö me gét,
ame lye ket a vizs gá lat so rán el hul lott ál la tok ból vet tek ki.

A vem hes ál la tok ban meg kell ha tá roz ni a sár ga tes tek szá mát is.

A méh tar ta lom vizs gá la ta kor meg kell ha tá roz ni, hogy hány emb rió vagy mag zat halt el, illetve hogy hány élet ké pes
mag za tot tar tal maz. Le kell írni a fel szí vó dás mér té két, hogy meg be csül he tõ le gyen a kon cep tus el ha lá sá nak re la tív idõ -
pont ja (lásd: 1.2. sza kasz).

1.6.10. A mag za tok vizs gá la ta

Min den mag zat ese té ben meg kell ha tá roz ni a mag zat iva rát és test tö me gét.

Min den mag zat ese té ben meg kell to váb bá vizs gál ni, hogy van nak-e kül sõ el vál to zá sok (6).

A mag za tok ban meg kell vizs gál ni, hogy van nak-e váz rend sze ri és lágy szö ve ti el vál to zá sok (pl. el té ré sek és de for mi -
tá sok vagy rend el le nes sé gek) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24). Elõ nyös,
de nem fel tét le nül szük sé ges a mag za ti el vál to zá sok ka te go ri zá lá sa. Ha el vé gez zük a ka te go ri zá lást, vi lá go san meg kell
je löl ni az egyes ka te gó ri ák meg ha tá ro zá sá nak kri té ri u ma it. Kü lö nös fi gyel met kell szen tel ni a sza po rí tó szer vek vizs gá -
la tá nak, és ezen be lül a rend el le nes fej lõ dés jeleinek.

Rág csá lók ese té ben kö rül be lül az alom fe lét kell elõ ké szí te ni a váz rend sze ri, a ma ra dé kot pe dig a lágy szö ve ti el vál to -
zá sok vizs gá la tá ra, ahol az utób bi hoz el fo ga dott és meg fe le lõ so ro zat met szé si mód sze re ket vagy óva tos mak ro szkó pos
bon co lá si tech ni ká kat kell al kal maz ni.

Nem rág csá lók, pl. nyu lak ese té ben, min den mag zat ban meg kell vizs gál ni mind a lágy szö ve ti, mind pe dig a váz rend -
sze ri el vál to zá so kat. A lágy szö ve ti el vál to zá sok vizs gá la tá hoz a mag za tok tes tét óva tos bon co lás se gít sé gé vel kell ér té -
kel ni, amely ma gá ban fog lal hat ja a bel sõ szív struk tú ra to váb bi ta nul má nyo zá sát is (25). Az így meg vizs gált mag za tok
fe lé nél el kell tá vo lí ta ni a fe jet, és elõ kell ké szí te ni az ab ban lévõ lágy szö ve tek (szem, agy, orr já ra tok és nyelv) vizs gá la -
tá ra, amely hez stan dard so ro zat met szé si mód sze re ket (26) vagy más, ugyan ilyen ér zé keny mód szert kell al kal maz ni.
A tes te ket, illetve a fenn ma ra dó ép mag za tok tes tét elõ kell ké szí te ni a váz rend sze ri el vál to zá sok vizs gá la tá ra, amely hez
ugyan azo kat a mód sze re ket kell hasz nál ni, mint rág csá lók ese té ben.
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2. ADATOK

2.1. Az ered mé nyek ke ze lé se

Az ada to kat mind az anya ál la tok, mind utó da ik ese té ben egye di leg kell a je len tés ben rög zí te ni, majd táb lá za tos for má -
ban is össze kell fog lal ni, amely ben min den egyes vizs gá la ti cso port és ge ne rá ció ese té ben fel kell tün tet ni az ál la tok szá -
mát a vizs gá lat kez de tén, a vizs gá lat so rán el pusz tult vagy hu má nus okok  miatt ex ter mi nált ál la tok szá mát, valamint az
el hul lá sok és a hu má nus ex ter mi ná ci ók idõ pont ját, a vem hes nõs té nyek szá mát, a to xi ci tás je le it mu ta tó ál la tok szá mát, a
meg fi gyelt to xi ci tá si tü ne tek le írá sát, ezen be lül bár mely to xi kus tü net meg je le né sé nek idõ pont ját, valamint ezek idõ tar -
ta mát és sú lyos sá gát, az emb ri ók kal/mag za tok kal kap cso la tos meg fi gye lé se ket és az al mok ra vo nat ko zó min den
vonatkozó adatot.

A szám sze rû ered mé nye ket meg fe le lõ sta tisz ti kai mód szer rel kell ki ér té kel ni, amely nél az adat ana lí zis hez hasz nált
egy ség az alom. Ál ta lá no san el fo ga dott sta tisz ti kai mód szert kell hasz nál ni; a vizs gá lat meg ter ve zé se so rán kell azt ki -
választani, és a vá lasz tást meg kell in do kol ni. A je len tés ben fel kell tün tet ni azok nak az ál la tok nak az ada ta it is, ame lyek
nem ma rad tak élet ben a ter ve zett ex ter mi ná lá suk idõ pont já ig. Adott eset ben a cso port át la gok szá mí tá sá hoz is fel le het
hasz nál ni eze ket az ada to kat. Az ilyen ál la tok ból nyert ada tok al kal maz ha tó sá gát, és így a cso port át lag(ok)ba való be -
szá mí tá su kat vagy ab ból való ki zá rá su kat min den eset ben egye di leg kell meg ha tá roz ni, és meg fele lõen in do kol ni is kell.

2.2. Az ered mé nyek ér té ke lé se

A pre na tá lis fej lõ dé si to xi ci tá si vizs gá lat ered mé nye it a meg fi gyelt ha tá sok szem pont já ból kell ér té kel ni. Az ér té ke lés
az aláb bi in for má ci ó kat fog lal ja ma gá ban:

– az anya ál la tok és az emb ri ók/mag za tok vizs gá la ta i nak ered mé nyei, ezen be lül az ál lat ex po zí ci ó ja és az egyes ha tá -
sok gya ko ri sá ga vagy sú lyos sá ga kö zöt ti össze füg gé sek vagy azok hi á nyá nak ér té ke lé se;

– a mag za tok kül sõ, lágy szö ve ti és váz rend sze ri el vál to zá sa i nak eset le ges ka te go ri zá lá sá nál al kal ma zott kri té ri u mok;

– a vizs gá lat ered mé nye i nek ér tel me zé sét ja ví tan dó, adott eset ben ko ráb bi kont roll ada tok;

– az összes szá za lék és mé rõ szám szá mí tá sá hoz fel hasz nált szám ada tok;

– adott eset ben a vizs gá lat ered mé nye i nek meg fe le lõ sta tisz ti kai elem zé se, amely nek ele gen dõ in for má ci ót kell tar -
tal maz nia az elem zé si mód szer rel kap cso lat ban ah hoz, hogy egy füg get len bí rá ló vagy sta tisz ti kus újra tud ja ér té kel ni
vagy re konst ru ál ni tud ja az elem zést;

Bár mely olyan vizs gá lat ban, amely a to xi kus ha tá sok hi á nyát iga zol ja, to váb bi vizs gá la to kat kell vé gez ni a vizs gá lan -
dó anyag fel szí vó dá sá nak és bi o ló gi ai hoz zá fér he tõ sé gé nek meg ha tá ro zá sá ra.

2.3. Az ered mé nyek ér tel me zé se

A pre na tá lis fej lõ dé si to xi ci tá si vizs gá la tok kal a vem hes ség so rán egy anyag gal tör té nõ is mé telt ex po zí ci ó nak az
anya ál lat ra és utó dai mé hen be lü li fej lõ dé sé re gya ko rolt ha tá sai ta nul má nyoz ha tó ak. A vizs gá lat ered mé nye it a szubk ró -
ni kus, rep ro duk ci ós, to xi ko ki ne ti kai és egyéb vizs gá la tok ered mé nye i vel össze füg gés ben kell ér tel mez ni. Mi vel mind az 
ál ta lá nos to xi ci tás ra (az anyai to xi ci tás ré vén), mind pe dig a fej lõ dé si to xi ci tá si vég pon tok ra hang súly ke rül, a vizs gá lat
ered mé nyei bi zo nyos mér té kig le he tõ vé te szik az ál ta lá nos to xi ci tás hi á nyá ban is fel lé põ, a fej lõ dés re gya ko rolt ha tá sok
meg kü lön böz te té sét azok tól, ame lye ket az anya ál lat ra is to xi kus szin tek idéznek elõ (27).

3. JELENTÉS

3.1. Vizs gá la ti je len tés

A je len tés nek az aláb bi konk rét in for má ci ó kat kell tar tal maz nia:

Vizs gá lan dó anyag:

– fi zi kai jel leg és ahol fon tos, fi zi kai-ké mi ai tu laj don sá gok;

– meg je lö lés, és ezen be lül – ha is mert, vagy meg ha tá roz ták – a CAS-szám;

– tisz ta ság.

Vi võ anyag (ha szük sé ges):

– ha a vi võ anyag nem víz, ak kor en nek in dok lá sa.

Kí sér le ti ál la tok:

– az al kal ma zott faj és törzs;

– az ál la tok szá ma és élet ko ra;

– szár ma zás, tar tá si kö rül mé nyek, ta kar mány stb.;

– az egyes ál la tok test tö me ge a vizs gá lat kez de tén.
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Kí sér le ti kö rül mé nyek:

– a dó zis szin tek meg vá lasz tá sá nak in dok lá sa;

– a vizs gá lan dó anyag for mu lá zá sá val/a táp lá lék elõ ké szí té sé vel, az el ért kon cent rá ci ó val, a ké szít mény sta bi li tá sá -
val és ho mo ge ni tá sá val kap cso la tos in for má ci ók;

– a vizs gá lan dó anyag ada go lá sá nak ada tai;

– adott eset ben a vizs gá lan dó anyag táp lá lék ban/ivó víz ben lévõ kon cent rá ci ó já nak (ppm) át szá mí tá sa a tény le ges dó -
zis ra (mg/test tö meg-kg/nap);

– kör nye ze ti fel té te lek;

– a táp lá lék és az ivó víz mi nõ sé gé vel kap cso la tos ada tok.

Ered mé nyek:

Anyai to xi kus vá lasz ada tok a dó zis függ vé nyé ben, ezen be lül töb bek kö zött:

– az ál la tok szá ma a vizs gá lat kez de tén, az élet ben ma radt ál la tok szá ma, to váb bá a vem hes, az abor tá ló és a ko ra el lõ
ál la tok szá ma;

– az eset le ges vizs gá lat köz be ni el hul lás idõ pont ja, vagy hogy az ál lat élet ben ma radt-e az ex ter mi ná lás idõ pont já ig;

– a ter ve zett ex ter mi ná lás elõtt el pusz tult ál la tok ada ta it is bele kell fog lal ni a je len tés be, de a cso por tok kö zöt ti sta -
tisz ti kai össze ha son lí tá sok ba nem;

– az egyes rend el le nes kli ni kai tü ne tek meg fi gye lé sé nek idõ pont ja, valamint ezek ké sõb bi le fo lyá sa;

– test tö meg, test tö meg-vál to zás és a vem hes mé hek tö me ge, ezen be lül adott eset ben a vem hes méh tö me gé vel kor ri -
gált test tö meg-vál to zás;

– táp lá lék fo gyasz tás és, ha mér ve volt, víz fo gyasz tás;

– bon co lá si ered mé nyek, ezen be lül a méh tö me ge;

– a je len tés ben fel kell tün tet ni az anyai és fej lõ dé si ha tá sok ra vo nat ko zó NO A EL-ér té ke ket is.

Fej lõ dé si vég pon tok a dó zis függ vé nyé ben azok ra az al mok ra vo nat ko zó an, ahol be ágyaz ódás tör tént, ezen be lül:

– a sár ga tes tek szá ma;

– a be ágyaz ódá sok szá ma, az élõ és el halt mag za tok és a fel szí vó dá sok szá ma, valamint szá za lé kos ará nya;

– a be ágyaz ódás elõt ti és utáni vesz te sé gek szá ma és szá za lé kos ará nya.

Fej lõ dé si vég pon tok a dó zis függ vé nyé ben azok ra az al mok ra vo nat ko zó an, ahol élõ mag za tok van nak, ezen be lül:

– az élõ utó dok szá ma és szá za lé kos ará nya;

– ivar arány;

– a mag za tok test tö me ge, le he tõ leg iva ron ként kü lön és együtt is;

– kül sõ, lágy szö ve ti és váz rend sze ri de for mi tá sok, valamint más lé nye ges el vál to zá sok;

– adott eset ben a ka te go ri zá lás kri té ri u mai;

– a kül sõ, lágy szö ve ti és váz rend sze ri el vál to zá so kat mu ta tó mag za tok és al mok össze sí tett szá ma és szá za lé kos
 aránya, valamint az egye di rend el le nes sé gek és más lé nye ges el vál to zá sok tí pu sa és gya ko ri sá ga.

Az ered mé nyek disz kusszi ó ja.

Kö vet kez te té sek.
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7. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

B.35. KÉTGENERÁCIÓS REPRODUKCIÓS TOXICITÁSI VIZSGÁLAT

1. MÓDSZER

Ez a módszer az OECD TG 416 (2001) módszer megfelelõje.

1.1. Bevezetés

E kétgenerációs reprodukciós toxicitási vizsgálati módszer segítségével általános információk nyerhetõk egy vizsgá-
landó anyagnak a hím és nõi szaporítórendszer épségére és teljesítõképességére, ezen belül az ivarmirigyek mûködésére,
az ivari ciklusra, a párzási viselkedésre, a fogantatásra, a vemhességre, az ellésre, a szoptatásra és az elválasztásra, vala-
mint az utódok növekedésére és fejlõdésére gyakorolt hatásaival kapcsolatosan. A vizsgálat emellett információkat
nyújthat a vizsgálandó anyagnak az újszülött kori morbiditásra, mortalitásra gyakorolt hatásaival kapcsolatosan, elõze-
tes adatokat szolgáltathat a prenatális és posztnatális fejlõdési toxicitásról, illetve útmutatóként szolgálhat a késõbbi
vizsgálatokhoz is. Az F1 generáció növekedésének és fejlõdésének tanulmányozásán kívül e vizsgálati módszer segítsé-
gével a hím és nõi szaporítórendszer épsége és teljesítõképessége, valamint az F2 generáció növekedése és fejlõdése is
tanulmányozható. A fejlõdési toxicitással és a funkcionális defektusokkal kapcsolatban további információk úgy szerez-
hetõk, ha ezt az eljárást adott esetben a fejlõdési toxicitási és/vagy fejlõdési neurotoxicitási módszereket segítségül híva
további vizsgálati protokollokkal egészítik ki, de az említett végpontok a megfelelõ vizsgálati módszerek alkalmazásá-
val külön vizsgálatokban is tanulmányozhatók.

1.2. A vizsgálati módszer elve

A vizsgálandó anyagot fokozatosan növekvõ dózisokban kell adagolni hím és nõstény állatok több csoportjának.
A P generációba tartozó hímeknek egyrészt a növekedés során, másrészt legalább egy teljes spermaképzõdési ciklus so-
rán (egérben körülbelül 56 nap, patkányban pedig körülbelül 70 nap) kell adagolni az anyagot ahhoz, hogy bármilyen, a
spermaképzõdésre gyakorolt káros hatást ki lehessen váltani. A spermára gyakorolt hatásokat egy sor spermaparaméter
(pl. spermamorfológia és -motilitás), valamint szövetpreparátumok és részletes kórszövettani vizsgálatok segítségével
kell meghatározni. Ha rendelkezésre állnak megfelelõ idõtartamú, pl. legalább 90 napos ismételt dózisú vizsgálatokból
származó, a spermaképzõdéssel kapcsolatos adatok, a P generációba tartozó hímeket nem kell bevonni az értékelésbe. A
spermamintákat vagy az azokról készült digitális felvételeket azonban ajánlatos az esetleges késõbbi értékelések céljára
megõrizni, illetve elmenteni. A P generációba tartozó nõstényeknek egyrészt a növekedés során, másrészt több teljes iva-
ri ciklus során kell adagolni a vizsgálandó anyagot ahhoz, hogy észlelhetõk legyenek az ivari ciklus szabályosságára ki-
fejtett esetleges káros hatások. A vizsgálandó anyagot a párzás és az ennek eredményeként létrejövõ vemhesség során,
sõt egészen az F1 utódok elválasztásának ideje alatt is kell adagolni a szülõknek (azaz a P generációba tartozó állatok-
nak). Az elválasztáskor a kezelést az F1 utódokon kell folytatni, egészen felnõtté válásukig, párzásukig, illetve az F2 ge-
neráció létrejöttéig, amíg meg nem történik az F2 generáció elválasztása.

Minden állaton klinikai megfigyeléseket és kórbonctani vizsgálatokat kell végezni a toxicitás jeleinek kimutatása ér-
dekében, és külön hangsúlyt kell fektetni a hím és nõi szaporítórendszer épségére és teljesítõképességére, valamint az
utódok növekedésére és fejlõdésére.

1.3. A vizsgálati módszer ismertetése
1.3.1. Az állatfaj kiválasztása
A vizsgálatok céljára a preferált állatfaj a patkány. Ettõl eltérõ fajok alkalmazását megfelelõen indokolni kell, és a

megfelelõ módosításokra is szükség lesz. Nem szabad olyan törzseket alkalmazni, amelyek kevéssé termékenyek, vagy
amelyekben magas a fejlõdési defektusok elõfordulási gyakorisága. A vizsgálat megkezdésekor az egyes kísérleti álla-
tok testtömegének csak minimális mértékben szabad különböznie egymástól, és egyik ivar esetében sem térhet el
20%-nál magasabb mértékben az ivar átlagától.

1.3.2. Az állatok tartásának és etetésének körülményei
A kísérleti helyiség hõmérsékletének 22 °C (±3 °C)-nak kell lennie. Bár a helyiség relatív páratartalmának legalább

30%-nak kell lennie, illetve a takarítás idõtartamától eltekintve lehetõleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek 50 és
60% között kell lennie. A világítás legyen mesterséges; 12 órás világos és 12 órás sötét periódusok váltsák egymást. Az
etetéshez standard laboratóriumi takarmány alkalmazható, korlátlan mennyiségû ivóvíz biztosítása mellett. A takarmány
megválasztását az is befolyásolhatja, hogy ha a vizsgálandó anyagot táplálékkal adják be, akkor azok megfelelõ módon
keveredjenek el egymással.

Az állatok egyedileg vagy azonos ivarú egyedekbõl álló kisebb csoportokban is tarthatók. A pároztatásokat erre a cél-
ra alkalmas ketrecekben kell végezni. Ha meggyõzõdtek a párzás megtörténtérõl, a pároztatott nõstényeket egyedileg
kell elhelyezni elletõ vagy fiaztató ketrecekben. A pároztatott patkányokat kis csoportokban is lehet tartani, de az ellés
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elõtt egy vagy két nappal külön kell választani õket. Az ellés közeledtével a pároztatott állatok számára megfelelõ és
meghatározott fészekrakó anyagot kell biztosítani.

1.3.3. Az állatok elõkészítése
Legalább 5 napon át a laboratórium körülményeihez szoktatott, egészséges állatokat kell alkalmazni, amelyek koráb-

ban nem voltak más kísérletnek alanyai. A kísérleti állatok jellemzésekor meg kell adni az állat faját, törzsét, származá-
sát, ivarát, testtömegét és/vagy életkorát. Ismerni kell, hogy mely állatok között áll fenn testvéri viszony, hogy elkerülhe-
tõ legyen ezek pároztatása. Az állatokat véletlenszerûen kell beosztani a kontroll- és a kezelési csoportokba. A ketrece-
ket úgy kell elrendezni, hogy minimálisra lehessen csökkenteni a ketrec elhelyezése jelentette lehetséges hatásokat. Min-
den állatot egyedi azonosítószámmal kell ellátni. A P generáció esetében ezt még a kezelés megkezdése elõtt meg kell
tenni. Az F1 generáció esetében a késõbbi pároztatásra kiválasztott állatokat az elválasztáskor egyedi azonosítóval kell
ellátni. Minden kiválasztott F1 állat esetében meg kell õrizni azokat az adatokat, amelyek rögzítik, hogy az állat melyik
alomból származik. Ha az utódok testtömegének mérését vagy bármely más funkcionális vizsgálat elvégzését is fontoló-
ra veszik, akkor ajánlatos a születés után a lehetõ leghamarabb azonosítóval ellátni a kölyköket.

A kezelés megkezdésekor a szülõknek (P generáció) körülbelül 5–9 hetesnek kell lenniük. Amennyire csak megold-
ható, az állatoknak az összes vizsgálati csoportban nagyjából azonos testtömegûnek és korúnak kell lenniük.

1.4. Eljárás
1.4.1. Az állatok száma és ivara
Minden kezelési és kontrollcsoportban elegendõ számú állatnak kell lennie ahhoz, hogy az elléskor vagy akörül lehe-

tõleg legalább 20 vemhes nõstény tartozzon egy-egy csoportba. A kezeléssel összefüggésben nemkívánatos hatásokat
(pl. sterilitást vagy magas dózisban túlzott toxicitást) kiváltó anyagok esetében elõfordulhat, hogy ezt nem lehet megol-
dani. A cél az, hogy elegendõ számú vemhesség jöjjön létre az anyagnak a termékenységre, a vemhességre, az anyai vi-
selkedésre és szoptatásra, az F1 utódoknak a fogantatástól az ivarérettségig történõ növekedésére és fejlõdésére, vala-
mint az F2 utódoknak az elválasztásig tartó idõszakban történõ fejlõdésére gyakorolt esetleges hatások értékeléséhez.
Nem feltétlenül teszi érvénytelenné tehát a vizsgálatot az, ha nem lehet megoldani, hogy a kívánt számú (azaz 20) vem-
hes állat álljon rendelkezésre, és ennek jelentõségét minden egyes esetben külön-külön kell értékelni.

1.4.2. A dózisok elõkészítése
A vizsgálandó anyagot ajánlatos orálisan adagolni (a táplálékkal, az ivóvízzel vagy mesterséges táplálással), kivéve,

ha más beadási módot (pl. dermális vagy inhalálásos alkalmazást) tartanak megfelelõbbnek.
Ahol szükséges, a vizsgálandó anyagot megfelelõ vivõanyagban kell feloldani vagy szuszpendálni. Ahol lehet, elsõ-

sorban vizes oldatot/szuszpenziót ajánlatos alkalmazni, másodsorban olajos (pl. kukoricacsíra-olajban elkészített) olda-
tot vagy emulziót, és csak harmadsorban más vivõanyagokban elkészített oldatot. A víztõl eltérõ vivõanyagok esetében
ismerni kell a vivõanyag toxikus jellemzõit. Meg kell határozni továbbá azt is, hogy a vizsgálandó anyag mennyire stabil
az adott vivõanyagban.

1.4.3. Adagolás
Legalább három dózist és ezzel párhuzamos kontrollt kell alkalmazni. Hacsak a vizsgálandó anyag fizikai-kémiai jel-

lege vagy biológiai hatásai nem szabnak ennek határt, a legmagasabb dózist úgy kell megválasztani, hogy toxicitást idéz-
zen elõ, de ne okozzon elhullást vagy súlyos szenvedést. Váratlan elhullások esetén, ha a szülõi (P) generáció elhullási
aránya alacsonyabb, mint körülbelül 10 százalék, a vizsgálat még általában elfogadható. A dózisok csökkenõ sorrendjét
úgy kell megválasztani, hogy kimutathatók legyenek az esetleges dózisfüggõ hatások és a nem észlelhetõ káros hatás
szintje (NOAEL). A csökkenõ dózisszintek meghatározásához gyakran optimális a 2–4-szeres intervallumok alkalmazá-
sa, és nagyon nagy intervallumok (pl. 10-nél magasabb szorzófaktor) alkalmazása esetén gyakran elõnyös a dózisok
közé egy negyedik vizsgálati csoportot is beiktatni. A táplálékkal való beadást alkalmazó vizsgálatok esetében a dózisin-
tervallum nem lehet háromszorosnál nagyobb. A dózisszinteket a korábbi toxicitási adatok és különösen az ismételt dó-
zisú vizsgálatok eredményeinek figyelembevételével kell megválasztani A vizsgálandó vegyület és a szerkezetileg ro-
kon anyagok metabolizmusával és kinetikájával kapcsolatban rendelkezésre álló összes információt is figyelembe kell
venni. Ezek az információk segítik majd az adagolási rend megfelelõ voltának igazolását is.

A kontrollcsoport egy kezeletlen csoport, vagy ha a vizsgálandó anyag beadásához vivõanyagot használnak, akkor
egy vivõanyaggal kezelt kontrollcsoport. A kontrollcsoportba tartozó állatokat a vizsgálandó anyag beadásától eltekint-
ve ugyanolyan módon kell kezelni, mint a vizsgálati csoportokban lévõket. Vivõanyag alkalmazása esetén a kontrollcso-
portban a legnagyobb alkalmazott mennyiségben kell beadni a vivõanyagot. Ha a vizsgálandó anyagot a táplálékkal ad-
ják be, és emiatt csökken a táplálékfogyasztás vagy hasznosítás, akkor szükség lehet egy párban etetett kontrollcsoport
alkalmazására is. A párhuzamos párban etetett kontrollcsoport helyett felhasználhatók olyan kontrollcsoportokkal vég-
zett vizsgálatokból származó adatok is, amelyek célja a csökkent táplálékfogyasztás reproduktív paraméterekre gyako-
rolt hatásának értékelése.

A vivõanyagok vagy egyéb adalékok esetében a következõ jellemzõket kell figyelembe venni: a vizsgálandó anyag
felszívódására, eloszlására, metabolizmusára vagy visszatartására gyakorolt hatások; a vizsgálandó anyag kémiai tulaj-
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donságaira gyakorolt hatások, amelyek módosíthatják annak toxikus jellemzõit; valamint az állatok táplálék- és vízfo-
gyasztására vagy tápláltsági állapotára gyakorolt hatások.

1.4.4. Határérték-vizsgálat
Ha egy egyetlen, legalább 1000 mg/testtömeg-kg/nap orális dózis felhasználásával végzett, vagy táplálékkal vagy ivó-

vízzel történõ beadás esetén a táplálékban vagy ivóvízben ezzel egyenértékû százalékos arány alkalmazásával történõ és
az itt ismertetett eljárások szerint lefolytatott vizsgálat sem a szülõkben, sem utódaikban nem idéz elõ észlelhetõ toxici-
tást, és ha a szerkezetileg és/vagy metabolizmus szempontjából rokon vegyületekkel kapcsolatos adatok alapján nem
várható toxicitás, megfontolható a több dózisszinttel végzett teljes vizsgálat elhagyása. Határérték-vizsgálatot kell min-
den esetben alkalmazni, kivéve, ha a humán expozíció magasabb orális dózis alkalmazását teszi szükségessé. Más típusú
beadási módok, így például inhalálás vagy dermális alkalmazás esetén a vizsgálandó anyag fizikai-kémiai tulajdonságai
– így például oldhatósága – gyakran elõre jelezhetik, illetve korlátozhatják a lehetséges expozíciós szint maximumát.

1.4.5. A dózisok beadása
Az állatoknak a hét minden napján adagolni kell a vizsgálandó anyagot. A preferált beadási mód az orális (táplálékkal,

ivóvízzel vagy mesterséges táplálással történõ bevitel). Az ettõl eltérõ beadási módok használatát meg kell indokolni, és
ennek megfelelõ módosításokra is szükség lehet. A megfelelõ hosszúságú kísérleti idõszak során minden állatnak azonos
módszerrel kell beadni az anyagot. Ha a vizsgálandó anyagot mesterséges táplálással juttatják be, gyomorszondát kell al-
kalmazni. Az egyszerre beadott folyadéktérfogat nem haladhatja meg az 1 ml/100 g testtömeg-arányt (kukoricacsí-
ra-olajban történõ adagolás esetén a maximum a 0,4 ml/100 g testtömeg-arány), kivéve vizes oldatok esetében, amikor
2 ml/100 g testtömeg-arány is alkalmazható. Az irritáló vagy korróziós hatású anyagok kivételével, amelyek esetében a
magasabb koncentrációk súlyosabb hatásokat okoznak, minimálisra kell csökkenteni a térfogatbeli eltéréseket, amihez a
koncentrációt kell úgy beállítani, hogy minden dózisszinten állandó térfogatot lehessen biztosítani. A mesterséges táplá-
lást alkalmazó vizsgálatokban a kölykök általában mindaddig csak közvetve, az anyatejen keresztül kapják a vizsgálan-
dó anyagot, amíg az elválasztáskor meg nem kezdõdik a közvetlen adagolás. A táplálékkal vagy ivóvízzel történõ adago-
lást alkalmazó vizsgálatok esetében a kölykök közvetlenül is megkapják a vizsgálandó anyagot, amikor a szoptatási idõ-
szak utolsó hetében önállóan is elkezdenek táplálkozni.

A táplálékkal vagy ivóvízzel bejuttatott anyagok esetében fontos, hogy a vizsgálandó anyag mennyisége ne zavarja a
normál táplálkozást vagy vízháztartást. Ha a vizsgálandó anyagot táplálékkal juttatják be, vagy a táplálékbeli koncentrá-
ciót (ppm), vagy pedig az állat testtömegére számított dózist kell állandó értéken tartani, és meg kell adni, hogy melyik
alternatívát alkalmazzák. A mesterséges táplálással bejuttatott anyagok esetében a dózist mindig a nap hasonló idõszaká-
ban kell beadni, és legalább hetente újra be kell állítani ahhoz, hogy az állat testtömegéhez viszonyítva állandó értéken
lehessen tartani a dózist. A mesterséges táplálással bejuttatott és testtömegen alapuló dózis beállításakor figyelembe kell
venni a méhlepénybeli eloszlással kapcsolatos információkat is.

1.4.6. A kísérleti program
A P generációba tartozó hímek és nõstények napi kezelését 5–9 hetes korukban kell elkezdeni. Az F1 hímek és nõsté-

nyek napi kezelését az elválasztáskor kell elkezdeni; nem szabad megfeledkezni arról, hogy ha vizsgálandó anyagot táp-
lálékkal vagy ivóvízzel adagolják, az F1 utódok közvetlen expozíciója már a szoptatási idõszakban megkezdõdhet. Az
adagolást mindkét ivar (P és F1) esetében legalább 10 héten át folytatni kell a párzási idõszak elõtt. Az adagolást a 2 hetes
pároztatási idõszakban sem szabad abbahagyni egyik ivar esetében sem. Amikor a reproduktív hatások értékelése szem-
pontjából már nincs szükség a hím állatokra, humánus módon exterminálni kell õket és megvizsgálni. A szülõi (P) gene-
rációba tartozó nõstények esetében az adagolást a vemhesség ideje alatt is folytatni kell, egészen az F1 generáció elvá-
lasztásáig. Fontolóra kell venni az adagolási rend módosítását a vizsgálandó anyaggal, ezen belül a meglévõ toxicitási
adatokkal, az anyagcsere fokozódásával vagy biológiai felhalmozódással kapcsolatban rendelkezésre álló információk
alapján. Az egyes állatoknak beadandó dózist általában a legutóbbi testtömeg-mérés eredménye alapján kell meghatá-
rozni. A vemhesség utolsó trimeszterében azonban óvatosan kell eljárni a dózis beállításakor.

A P és F1 hímek és nõstények kezelését exterminálásukig kell folytatni. Minden felnõtt P és F1 hímet és nõstényt hu-
mánus módon exterminálni kell, ha már nincs rájuk szükség a reproduktív hatások értékeléséhez. Az elválasztás után a
pároztatásra ki nem választott F1 utódokat és minden F2 utódot humánus módon exterminálni kell elválasztásukat köve-
tõen.

1.4.7. A pároztatási eljárás
1.4.7.1. A szülõi (P) generáció pároztatása
Minden egyes pároztatáskor a nõstényt egy azonos dózissal kezelt hímmel kell összerakni (1:1 pároztatás), és addig

kell együtt hagyni õket, amíg a párzás meg nem történik, vagy 2 hét el nem telik. Mindennap meg kell vizsgálni, hogy a
nõstényben észlelhetõ-e ondó vagy hüvelydugó. A vemhesség 0. napja definíció szerint az a nap, amikor hüvelydugó
vagy ondó figyelhetõ meg a nõstényben. Ha a pároztatás sikertelen volt, fontolóra kell venni a nõstények újrapároztatá-
sát egy azonos csoportbeli és már sikeresen pároztatott hímmel. Az adatok között egyértelmûen fel kell tüntetni a pároz-
tatott párokat. Kerülni kell a testvérek pároztatását.
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1.4.7.2. F1 pároztatás
Az F1 utódok pároztatásakor minden alomból legalább egy hím és egy nõstény állatot kell kiválasztani az elválasztás-

kor, hogy késõbb egy másik alomból származó, de azonos csoportba tartozó állattal pároztatva létrejöjjön az F2 generá-
ció. A kölykök kiválasztását minden egyes alomban véletlenszerûen kell elvégezni, feltéve, hogy nincs szignifikáns kü-
lönbség az egy alomba tartozó állatok testtömege vagy külsõ megjelenése között. Ha azonban van különbség, akkor min-
den alomból a legreprezentatívabb egyedet kell kiválasztani. A gyakorlatban ezt a testtömeg alapján lehet a legjobban el-
végezni, de esetenként megfelelõbb lehet a külsõ megjelenés alapján tenni ezt. Mindaddig nem szabad pároztatni az
F1 utódokat, amíg teljesen ivaréretté nem válnak.

Az utód nélküli pároknál meg kell vizsgálni a látszólagos terméketlenség okát. Ennek keretében lehetõség biztosítható
számukra más olyan hímekkel vagy nõstényekkel való párzásra, amelyeket már sikeresen pároztattak, vagy el lehet vé-
gezni a szaporítószervek mikroszkópos vizsgálatát, vagy meg lehet vizsgálni az ivari ciklust vagy a spermaképzõdést.

1.4.7.3. Második pároztatás
Bizonyos esetekben, így például ha az alomméret a kezeléssel összefüggésben megváltozik, vagy ha az elsõ pározta-

táskor nem egyértelmû hatásokat figyelnek meg, ajánlatos a felnõtt P és F1 állatokat újrapároztatni és így egy második al-
mot kialakítani. Ajánlatos újrapároztatni azokat a hímeket és nõstényeket is, amelyek bizonyítottan nemzõképes ellenke-
zõ nemû partnerekkel sem hoztak utódokat. Ha a két generáció bármelyikében szükségesnek látszik egy második alom
kialakítása, az állatokat körülbelül egy héttel az utolsó alom elválasztása után kell újrapároztatni.

1.4.7.4. Az alom mérete
Hagyni kell, hogy az állatok a szokásos módon elljék és neveljék utódaikat az elválasztásig. Az alomméret standardi-

zálása nem kötelezõ. Ha azonban elvégezzük a standardizálást, részletesen ismertetni kell az erre alkalmazott módszert.

1.5. Megfigyelések
1.5.1. Klinikai megfigyelések
Mindennap klinikai megfigyelést kell végezni, és a mesterséges táplálással való adagolás a beadás idõpontjának meg-

határozásakor azt is figyelembe kell venni, hogy a beadás után a hatások várhatóan mikor érik el a maximumukat. A vi-
selkedésbeli változásokat, a nehéz vagy hosszan tartó ellés jeleit és a toxicitás minden tünetét rögzíteni kell a jegyzõ-
könyvben. Legalább hetente egyszer alaposabban is meg kell vizsgálni az állatokat, célszerûen akkor, amikor a testtö-
meg-mérésre kerül sor. Naponta kétszer, illetve a hétvégeken adott esetben naponta egyszer meg kell vizsgálni az állato-
kat megbetegedés és elhullás szempontjából.

1.5.2. A szülõk testtömege, valamint táplálék- és vízfogyasztása
A kezelés elsõ napján, majd azt követõen legalább hetente egyszer meg kell mérni a szülõk (P és Fl) testtömegét. Az

anyaállatokat (P és F1) legalább a vemhesség 0., 7., 14. és 20. vagy 21. napján kell megmérni, a szoptatás idõszakában
pedig ugyanazokon a napokon, amikor az utódokat is megmérik, valamint az állatok exterminálásának napján is. A meg-
figyeléseket minden egyes felnõtt állat esetében külön-külön kell rögzíteni. A pároztatás elõtti idõszakban és a vemhes-
ség alatt legalább hetente meg kell mérni a táplálékfogyasztást. Ha a vizsgálandó anyagot az ivóvízzel adagolják, leg-
alább hetente egyszer a vízfogyasztást is meg kell mérni.

1.5.3. Ivari ciklus
Az ivari ciklus hosszát és szabályosságát hüvelykenet alkalmazásával kell meghatározni a P és F1 nõstényekben a pá-

roztatás elõtt és adott esetben a pároztatás során mindaddig, amíg be nem bizonyosodik, hogy párzás történt. A hüve-
lyi/méhnyaki sejtek vétele során vigyázni kell arra, hogy meg ne sérüljön a nyálkahártya, és ezáltal nehogy álvemhesség
alakuljon ki (1).

1.5.4. Spermaparaméterek
A vizsgálat befejezésekor minden P és F1 hím esetében meg kell mérni a here és a mellékhere, valamint a kórszövetta-

ni vizsgálatokra megõrzött minden szerv közül az egyiknek a tömegét (lásd 1.5.7. és 1.5.8.1. szakasz). A P és F1 hímek
minden egyes csoportjából egy-egy, legalább tíz hímbõl álló részhalmaz esetében a megmaradó heréket és mellékheréket
a homogenizálásnak ellenálló spermatidák és mellékhere farki részében tárolt ondósejtek számlálására kell felhasználni.
A hímek ugyanezen részhalmazában spermát kell gyûjteni a mellékhere farki részébõl vagy az ondóvezetékbõl, amelyet
a spermamotilitás és -morfológia vizsgálatára kell felhasználni. Ha kezeléssel összefüggõ hatásokat észlelnek, vagy ha
más vizsgálatok eredményei a spermaképzõdésre gyakorolt lehetséges hatásokra utalnak, a sperma értékelését az összes
dóziscsoportban minden hímben el kell végezni; egyéb esetben elegendõ lehet, ha a számlálást csak a kontroll- és a ma-
gas dózissal kezelt P és F1 hímekben végzik el.

Meg kell határozni a herében lévõ homogenizálásnak ellenálló spermatidák és a mellékhere farki részében található
ondósejtek teljes számát (2) (3). A mellékhere farki részében lévõ ondókészlet nagyságát a kvalitatív értékelésekhez
használt szuszpenzióban lévõ ondó koncentrációja és mennyisége, valamint a fennmaradt mellékhere farki részébõl ki-
nyert szövet ezt követõ darálásával és/vagy homogenizálásával kinyert ondósejtek száma alapján lehet meghatározni. Az
összes kezelési csoportban közvetlenül az exterminálás után kell elvégezni a számlálást a hímek e kiválasztott részhal-
mazában, kivéve, ha video- vagy digitális felvételt készítenek, vagy ha a mintákat késõbbi elemzésig lefagyasztják. Ilyen
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esetekben a kontroll- és a magas dózissal kezelt csoportot célszerû elõször megvizsgálni. Ha nem észlelhetõ kezeléssel
összefüggõ hatás (pl. az ondósejtszámra, valamint a motilitásra és morfológiára gyakorolt hatás), a többi dóziscsoportot
nem kell megvizsgálni. Ha a magas dózissal kezelt csoportban kezeléssel összefüggõ hatásokat észlelünk, akkor az ala-
csonyabb dóziscsoportokat is meg kell vizsgálni.

Az exterminálás után azonnal értékelni kell vagy videofelvételen rögzíteni kell a mellékherébõl (vagy ondózsinórból)
kinyert ondósejtek motilitását. A spermát a károsodások minimális szintre szorítása mellett kell kinyerni, majd elfogad-
ható módszerek segítségével kell hígítani a motilitásvizsgálathoz (4). Az elõrehaladó mozgást mutató ondósejtek száza-
lékos arányát vagy szubjektíven, vagy objektíven kell meghatározni. Ha számítógéppel támogatott motilitásvizsgálatot
alkalmaznak (5) (6) (7) (8) (9) (10), az elõrehaladó mozgás levezetése az átlagos pályasebesség és egyenes vonalú moz-
gás vagy lineáris index felhasználó által beállított küszöbértékein alapul. Ha a boncoláskor a mintákról videofelvételt
(11) készítenek, vagy a képeket más módon rögzítik, esetleg csak a kontroll- és a nagy dózissal kezelt P és F1 hímek ese-
tében kell további elemzést végezni, kivéve, ha kezeléssel összefüggõ hatásokat észlelnek; ebben az esetben ugyanis az
alacsonyabb dózissal kezelt csoportokat is értékelni kell. Videofelvétel vagy digitális képek hiányában a boncoláskor az
összes kezelési csoportba tartozó valamennyi állat mintáját ki kell elemezni.

Egy mellékherébõl (vagy ondóvezetékbõl) származó spermaminta morfológiai értékelését is el kell végezni. Az ondó-
sejteket (mintánként legalább 200-at) fixált nedves preparátum (12) formájában kell megvizsgálni, és normálnak vagy
rendellenesnek kell minõsíteni. A morfológiai sperma-rendellenességek közé tartoznak például a fúzió, az izolált fejek
és a torz fej és/vagy farok. Az értékelést a hímeknek az egyes dóziscsoportból kiválasztott részhalmazán, az állatok ex-
terminálása után azonnal, vagy a video- vagy digitális felvételek alapján egy késõbbi idõpontban kell elvégezni. Fixálás
után a keneteket is el lehet tenni késõbbi elemzésre. Ilyen esetekben a kontroll- és magas dózissal kezelt csoportokat cél-
szerû elõször megvizsgálni. Ha nem észlelnek kezeléssel összefüggõ hatásokat (pl. az ondósejtek morfológiájára gyako-
rolt hatásokat), akkor nem kell elvégezni a többi dóziscsoport elemzését. Ha a magas dózissal kezelt csoportban kezelés-
sel összefüggõ hatásokat tapasztalnak, akkor az alacsonyabb dózissal kezelt csoportokat is ki kell értékelni.

Ha a fenti spermavizsgálati paramétereket egy legalább 90 napos szisztémás toxicitási vizsgálatban már meghatároz-
ták, akkor a kétgenerációs vizsgálatban nem kell ezt feltétlenül megismételni. A P generáció spermamintáit vagy az
azokról készült digitális felvételeket azonban, ha szükséges, ajánlatos az esetleges késõbbi értékelések céljára megõriz-
ni, illetve elmenteni.

1.5.5. Az utódok
Az ellés után minden almot a lehetõ leghamarabb meg kell vizsgálni (0. szoptatási nap) a kölykök számának és ivará-

nak, a halvaszületések és élveszületések számának, valamint a makroszkópos rendellenességeknek a megállapítására.
Ha nem történt maceráció, a 0. napon elhalva talált kölykökben lehetõség szerint meg kell vizsgálni az esetleges defektu-
sokat, és meg kell állapítani az elhullás okát, majd konzerválni kell õket. Az élõ kölyköket meg kell számolni, és meg kell
mérni a testtömegüket a születéskor (0. szoptatási nap), vagy az 1. napon, majd ezt követõen a rendszeres testtömeg-mé-
rési napokon, azaz pl. a szoptatás 4., 7., 14. és 21. napján. Az anyaállatokban vagy az utódokban megfigyelt fizikai vagy
viselkedésbeli rendellenességeket is fel kell jegyezni.

Az utódok fizikai fejlõdését fõleg a testtömeg-gyarapodás alapján kell nyomon követni. Az egyéb fizikai paraméterek
(pl. a fülek és a szemek kinyílása, fogzás, szõrnövekedés) kiegészítõ információkat szolgáltathatnak, de ezeket az adato-
kat lehetõleg a szexuális éréssel összefüggésben kell értékelni (pl. kor és testtömeg a hüvelykinyílás vagy a makk-fityma
szétválás idõpontjában) (13). Ha nem történtek korábban külön ilyen vizsgálatok, akkor ajánlatos az elválasztás elõtt
és/vagy után funkcionális vizsgálatokat (pl. motoros aktivitás, szenzoros mûködés, a reflexek kifejlõdése) is végezni
az F1 utódokon, különösen a szexuális éréssel kapcsolatos vizsgálatokat. Az elválasztott és pároztatásra kiválasztott
F1 utódok esetében meg kell határozni azt az életkort, amikor a hüvelykinyílás, illetve a fitymaelválás megtörténik. Ha
az F1 generáció ivararányában vagy az ivarérés idejében észlelt változások azt indokolják, a születés utáni 0. napon meg
kell mérni az anogenitális távolságot az F2 utódokban.

Kihagyhatók a funkcionális vizsgálatokból azok a csoportok, amelyek egyébként egyértelmûen káros hatások tüneteit
mutatják (pl. a testtömeg-gyarapodás szignifikáns lassulása stb.). Funkcionális vizsgálatok végzése esetén a pároztatásra
kiválasztott kölyköket nem szabad e vizsgálatokba bevonni.

1.5.6. Makroszkópos boncolás
A vizsgálat befejezésekor vagy a vizsgálat során történt elhullás esetén minden szülõ (P és F1 állatok), minden külsõ

rendellenességet vagy klinikai tüneteket mutató kölyök, valamint az F1 és az F2 generációból is egy-egy véletlenszerûen
kiválasztott kölyök/ivar/alom esetében makroszkópos vizsgálatot kell végezni az esetleges strukturális rendellenességek
vagy kórbonctani elváltozások feltárására. Külön figyelmet kell szentelni a szaporítószerveknek. Az elhullásközeli álla-
potba került, és ezért humánus módon exterminált vagy a nem macerált, elpusztult kölykökben meg kell határozni az
esetleges defektusokat és/vagy az elhullás okát, majd konzerválni kell õket.

Az elõször ellõ nõstények méhében kórszövettani értékelés nélkül kell megvizsgálni a beágyazódási helyek jelenlétét
és számát.
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1.5.7. A szervek tömege
A vizsgálat befejezésekor a P és F1 állatoknál meg kell határozni a testtömeget, valamint az alábbi szervek tömegét

(a páros szervek tagjait külön-külön kell megmérni):
– méh, petefészkek;
– herék, mellékherék (teljes és farki rész);
– prosztata;
– ondóhólyagok a koaguláló mirigyekkel és váladékukkal, valamint a prosztata (egy egységként);
– agy, máj, vese, lép, agyalapi mirigy, pajzsmirigy és mellékvese, valamint az ismert célszervek.
Meg kell határozni a boncolásra kiválasztott F1 és F2 kölykök végsõ testtömegét. Az egyetlen véletlenszerûen kivá-

lasztott kölyök/ivar/alom (lásd 1.5.6. szakasz) esetében az alábbi szervek tömegét kell megmérni: agy, lép és csecsemõ-
mirigy.

Ha megoldható, a makroszkópos boncolási eredményeket és a szervtömeg-adatokat a más ismételt dózisú vizsgála-
tokban tett megfigyelésekkel összefüggésben kell értékelni.

1.5.8. Kórszövettan
1.5.8.1. A szülõállatok
A szülõállatokban (P és F1) a következõ szerveket és szöveteket vagy az ezekbõl készített reprezentatív mintákat

fixálni kell a kórszövettani vizsgálatokhoz, majd megfelelõ közegben el kell eltárolni:
– hüvely, méh és méhnyak, valamint petefészkek (megfelelõ rögzítõszerrel fixálva);
– egy here (Bouin-féle vagy hasonló rögzítõszerben tartósítva), egy mellékhere, ondóhólyagok, prosztata, és koagu-

láló mirigy;
– a pároztatásra kiválasztott összes P és F1 állatból származó, korábban meghatározott célszerv(ek).
Minden kontroll- és nagy dózissal kezelt csoportban el kell végezni a pároztatásra kiválasztott P és F1 állatok fent fel-

sorolt és konzervált szerveinek és szöveteinek teljes körû kórszövettani vizsgálatát. A P állatok petefészkének vizsgálata
nem kötelezõ. A NOAEL meghatározásának elõsegítése érdekében a kezeléssel összefüggõ változásokat mutató szerve-
ket az alacsony és közepes dózissal kezelt csoportokban is meg kell vizsgálni. El kell végezni továbbá azon alacsony és
közepes dózissal kezelt állatok szaporítószerveinek kórszövettani vizsgálatát, amelyek gyaníthatóan csökkent termé-
kenységgel bírnak, így például azok esetében, amelyek nem tudtak párzani, megfoganni, utódokat nemzeni vagy egész-
séges utódokat a világra hozni, vagy amelyeknél az ivari ciklusra vagy a spermaszámra, spermamotilitásra vagy sperma-
morfológiára gyakorolt hatásokat észleltek. Minden makroszkópos léziót, így például atrófiát vagy daganatot is meg kell
vizsgálni.

A kezeléssel összefüggõ hatások, így például a visszatartott spermatidák, hiányzó csírasejtrétegek vagy típusok, sok-
magvú óriássejtek, vagy a spermaképzõ sejtek leválása és lumenbe kerülésének azonosítása érdekében el kell végezni a
here részletes kórszövettani vizsgálatát (pl. Bouin-féle rögzítõszer, paraffinba ágyazás és 4–5 µm vastag harántmetsze-
tek) (14). Az ép mellékhere vizsgálatának ki kell terjednie a mellékhere feji részére, testére és farki részére, amelyet egy
hosszanti metszet értékelésével lehet elvégezni. A mellékherében meg kell vizsgálni a leukocita infiltrációt, a sejttípusok
gyakoriságában bekövetkezõ változásokat, az abnormális sejttípusokat, valamint az ondósejek fagocitózisát. A hím sza-
porítószervek vizsgálatára PAS- és hematoxilin-festés alkalmazható.

A szoptatási idõszak után a petefészeknek tüszõkezdeményeket és növekvõ tüszõket kell tartalmaznia, valamint egy
nagy méretû laktációs sárgatestet. A kórszövettani vizsgálat során meg kell vizsgálni a tüszõkezdemény-állomány kvali-
tatív deplécióját. Az F1 nõstények esetében el kell végezni a tüszõkezdemények kvantitatív értékelését is; az állatok szá-
mának, a kiválasztott petefészekmetszeteknek és metszetmintáknak az alkalmazott értékelési eljáráshoz statisztikai
szempontból adekvátnak kell lennie. A kezelt és kontrollpetefészkek összehasonlításához a vizsgálatoknak ki kell ter-
jedniük a tüszõkezdemények összeszámlálására, amelyekhez hozzá lehet venni a kis növekvõ tüszõket is (15) (16) (17)
(18) (19).

1.5.8.2. Az elválasztott állatok
A külsõ rendellenességeket vagy klinikai tüneteket mutató összes kölykök, valamint az F1 és az F2 generációból az

egy véletlenszerûen kiválasztott és pároztatásra ki nem jelölt kölyök/ivar/alom makroszkóposan rendellenes szöveteit és
célszerveit fixálni kell, majd megfelelõ közegben el kell ezeket tárolni a kórszövettani vizsgálatokhoz. A konzervált szö-
vetek teljes kórszövettani vizsgálatát úgy kell elvégezni, hogy külön hangsúlyt kell fektetni a szaporítószervekre.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Az adatokat egyedileg kell a jelentésben rögzíteni, majd táblázatos formában is össze kell foglalni, amelyben minden
egyes vizsgálati csoport és generáció esetében fel kell tüntetni az állatok számát a vizsgálat kezdetén, a vizsgálat során
elpusztult vagy humánus okok miatt exterminált állatok számát, az elhullások és humánus okok miatti exterminálások
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idõpontját, a termékeny állatok számát, a vemhes nõstények számát, a toxicitás jeleit mutató állatok számát, a megfigyelt
toxicitási tünetek leírását, ezen belül bármely toxikus tünet megjelenésének idõpontját, valamint ezek idõtartamát és sú-
lyosságát, a szülõkkel és az utódokkal kapcsolatos megfigyelések típusait, a kórszövettani változások típusait és az al-
mokra vonatkozó minden idevágó adatot.

A számszerû eredményeket megfelelõ, általánosan elfogadott statisztikai módszerrel kell kiértékelni; a statisztikai
módszereket a vizsgálat megtervezésének keretében kell kiválasztani, és meg is kell azt indokolni. Az adatok elemzésé-
hez célszerû lehet dózis-válasz statisztikai modelleket alkalmazni. A jelentésnek elegendõ információt kell tartalmaznia
az alkalmazott elemzési módszerrel és számítógépes programmal kapcsolatban ahhoz, hogy egy független bíráló vagy
statisztikus újra tudja értékelni vagy rekonstruálni tudja az elemzést.

2.2. Az eredmények értékelése

A kétgenerációs reprodukciós toxicitási vizsgálat eredményeit a megfigyelt hatások, ezen belül a boncolási és mikro-
szkópos eredmények szempontjából kell értékelni. Az értékelés során ki kell térni a vizsgálandó anyag dózisa és a rend-
ellenességek, ezen belül a makroszkópos léziók, az azonosított célszervek, a csökkent termékenység, a klinikai rendelle-
nességek, a csökkent reproduktív teljesítmény vagy alomszám, a testtömeg-változások, a mortalitásra gyakorolt hatások
és egyéb toxikus hatások megléte vagy hiánya, illetve gyakorisága és súlyossága közötti összefüggésekre vagy ezek hiá-
nyára. A vizsgálati eredmények értékelésekor figyelembe kell venni a vizsgálandó anyag fizikai-kémiai tulajdonságait
és az esetlegesen rendelkezésre álló toxikokinetikai adatokat is.

Egy megfelelõen elvégzett reprodukciós toxicitási vizsgálat alapján kielégítõ becslés tehetõ a hatást nem okozó szint-
re vonatkozóan, és megismerhetõk a reprodukcióra, ellésre, szoptatásra, posztnatális fejlõdésre, ezen belül a növekedés-
re és szexuális fejlõdésre gyakorolt hatások.

2.3. Az eredmények értelmezése

A kétgenerációs reprodukciós toxicitási vizsgálat információkkal szolgál valamely anyagnak a szaporodási ciklus
összes fázisában történõ, ismételt expozíciója hatásairól. A vizsgálat különösen a reproduktív paraméterekkel, valamint
az utódok fejlõdésével, növekedésével, érésével és túlélésével kapcsolatban ad információkat. A vizsgálat eredményeit a
szubkrónikus, prenatális fejlõdési, toxikokinetikai és egyéb vizsgálatok eredményeivel összefüggésben kell értelmezni.
A vizsgálat eredményeit fel lehet használni annak felmérésére is, hogy szükség van-e egy vegyület további vizsgálataira.
A vizsgálat eredményeinek emberre történõ extrapolálása csak korlátozott mértékben érvényes. A vizsgálat leginkább
arra alkalmazható, hogy információt nyerjünk a hatást nem okozó szintekkel és megengedhetõ humán expozícióval kap-
csolatban (20) (21) (22) (23).

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés

A vizsgálati jelentésnek a következõ információkat kell tartalmaznia:
Vizsgálandó anyag:
– fizikai jelleg és ahol fontos, fizikai-kémiai tulajdonságok;
– azonosító adatok;
– tisztaság.
Vivõanyag (ha szükséges):
– ha a vivõanyag nem víz, akkor ennek indoklása.
Kísérleti állatok:
– a felhasznált faj/törzs;
– az állatok száma, életkora és ivara;
– származás, tartási körülmények, takarmány, fészekrakó anyagok stb.;
– az egyes állatok testtömege a vizsgálat kezdetén.
Kísérleti körülmények:
– a dózisszintek megválasztásának indoklása;
– a vizsgálandó anyag formulázásával/ a táplálék elõkészítésével, az elért koncentrációval kapcsolatos információk;
– a készítmény stabilitása és homogenitása;
– a vizsgálandó anyag adagolására vonatkozó adatok;
– adott esetben a vizsgálandó anyag táplálékban/ivóvízben lévõ koncentrációjának (ppm) átszámítása a tényleges

dózisra (mg/testtömeg-kg/nap);
– a táplálék és az ivóvíz minõségével kapcsolatos információk.
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Eredmények:
– táplálékfogyasztási és – ha van – vízfogyasztási adatok, táplálékhasznosítási képesség (egy gramm elfogyasztott

táplálékra számított testtömeg-növekedés), és vizsgálandó anyag felvétele a P és F1 állatok esetében, kivéve az együttes
tartás idõszakát és legalább a szoptatási idõszak utolsó harmadát;

– felszívódási adatok (ha vannak);
– a pároztatásra kiválasztott P és F1 állatok testtömeg-adatai;
– az almok és a kölykök testtömeg-adatai;
– a testtömeg az extermináláskor, valamint a szülõi generáció abszolút és relatív szervtömeg-adatai;
– a klinikai megfigyelések jellege, súlyossága és idõtartama (visszafordíthatóság);
– a vizsgálat során bekövetkezõ elhullás idõpontja, illetve hogy az állatok életben maradtak-e az exterminálásig;
– toxikus válaszadatok ivaronként és dózisonként, ezen belül a párzás, a termékenység, a vemhesség, a születés, az

életképesség és a szoptatás mérõszámai; a jelentésben fel kell tüntetni a mérõszámok kiszámításához felhasznált
adatokat;

– a szaporodásra, az utódokra, a posztnatális növekedésre stb. gyakorolt toxikus vagy egyéb hatások;
– boncolási eredmények;
– az összes kórszövettani lelet részletes ismertetése;
– a szabályos ciklust mutató P és F1 nõstények száma, és a ciklusok idõtartama;
– teljes ondósejtszám a mellékhere farki részében, az elõrehaladó mozgást végzõ ondósejtek százalékos aránya, mor-

fológiailag normál ondósejtek százalékos aránya és az azonosított rendellenességet mutató ondósejtek százalékos
aránya;

– a pároztatás idõtartama, ezen belül a párzásig eltelt napok száma;
– a vemhesség idõtartama;
– a beágyazódások és sárgatestek száma, az almok mérete;
– az élveszületések száma és a beágyazódás utáni veszteség;
– a makroszkóposan látható rendellenességeket mutató kölykök száma, és ha meghatározták, akkor a csökött utódok

számát is fel kell tüntetni a jelentésben;
– a kölykökben meghatározott fizikai tájékozódási pontokkal kapcsolatos adatok és más posztnatális fejlõdési ada-

tok; a kiértékelt fizikai tájékozódási pontokat meg is kell indokolni;
– adott esetben a kölykökben és felnõtt állatokban végzett funkcionális megfigyelésekkel kapcsolatos adatok;
– adott esetben az eredmények statisztikai elemzése.
Az eredmények diszkussziója.
Következtetések, ezen belül az anyai és utódhatásokra vonatkozó NOAEL-értékek.
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8. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

B.42. BÕRSZENZIBILIZÁCIÓ: LOKÁLIS NYIROKCSOMÓ-VIZSGÁLATI MÓDSZER

1. MÓDSZER

Ez a vizsgálati módszer egyenértékû az OECD TG 429 (2002) módszerrel.

1.1. Bevezetés

A lokális nyirokcsomó-vizsgálati módszer (Local Lymph Node Assay, LLNA) kellõképpen validált és elfogadott
ahhoz, hogy indokolt legyen új módszerként való elfogadása (1) (2) (3). Ez a második olyan módszer, amellyel állatok-
ban vizsgálható a vegyületek bõrszenzibilizáló potenciálja. A másik módszer (B.6.) tengerimalacon végzett vizsgálato-
kat alkalmaz, konkrétabban a tengerimalac-maximizációs módszert és a Bühler-vizsgálatot (4).

Az LLNA alternatív módszert jelent a bõrszenzibilizáló vegyületek meghatározására és annak igazolására, hogy egy
vegyületnek nincs szignifikáns bõrszenzibilizáló potenciálja. Ez nem feltétlenül jelenti azt, hogy minden esetben az
LLNA-t kell alkalmazni a tengerimalac-vizsgálat helyett, hanem inkább azt, hogy ez a vizsgálati módszer éppolyan
hasznos, és olyan alternatívaként alkalmazható, ahol mind pozitív, mind negatív eredmény esetén általában nincsen
szükség ezek további megerõsítésére.

Az LLNA mind a tudományos fejlõdés, mind pedig az állatok kímélete szempontjából jár bizonyos elõnyökkel. Ez a
módszer a bõrszenzibilizáció indukciós fázisát vizsgálja és a dózis-válasz vizsgálatokhoz alkalmazható kvantitatív
adatokat szolgáltat. Az LLNA validálására vonatkozó információk és az ezzel kapcsolatos munka áttekintése az (5) (6)
(7) és (8) hivatkozásban található. Meg kell jegyezni továbbá, hogy azok az enyhén/közepesen szenzibilizáló anyagok,
amelyeket pozitív kontrollként ajánlanak a tengerimalac-vizsgálati módszerekhez, az LLNA-nál is alkalmazhatók (6)
(8) (9).

Az LLNA in vivo módszer, ennek következtében nem szünteti meg az állatok felhasználását a kontakt szenzibilizáló
aktivitás vizsgálata során, de lehetõvé teszi az erre a célra szükséges állatok számának csökkentését. Az LLNA emellett
lehetõvé teszi annak az eljárásnak a jelentõs finomítását, amelynek során az állatokat a kontakt szenzibilizációs vizsgá-
lathoz felhasználják. Az LLNA azon immunológiai történések figyelmes vizsgálatán alapul, amelyeket a vegyület a
szenzibilizáció indukciós fázisában stimulál. A tengerimalac-vizsgálattól eltérõen az LLNA-hoz nincs szükség indukált
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bõr-hiperszenzitivitási reakciók elõidézésére. A tengerimalac-maximizációs vizsgálattal ellentétben nincs szükség adju-
váns alkalmazására sem. Az LLNA alkalmazásával tehát csökkenthetõ az állatokat érõ stressz mértéke. Az LLNA-nak a
hagyományos tengerimalac-vizsgálatokkal szembeni elõnyei ellenére el kell ismerni, hogy a módszernek vannak olyan
korlátai (pl. hamis negatív eredmények egyes fémeknél vagy hamis pozitív eredmények bizonyos bõrirritáló anyagok-
nál) (10), amelyek szükségessé teszik a hagyományos tengerimalac-vizsgálatok alkalmazását.

Lásd még a Bevezetés B. részét.

1.2. A vizsgálati módszer elve

Az LLNA hátterében az az alapelv áll, hogy a szenzibilizáló anyagok elsõdleges limfocita-proliferációt indukálnak
abban a nyirokcsomóban, amely a vegyszer kijuttatásának helyéül szolgáló terület nyirokelvezetésérõl gondoskodik. Ez
a proliferáció arányos az alkalmazott dózis nagyságával (valamint az allergén erõsségével), és egyszerû módszert bizto-
sít a szenzibilizáció objektív és kvantitatív méréséhez. Az LLNA dózis-válasz összefüggésként méri ezt a proliferációt,
ahol is a vizsgálati csoportokban mért proliferációt a vivõanyaggal kezelt csoportban mérttel hasonlítják össze. Megha-
tározzák a kezelt csoportokban a vivõanyaggal kezelt kontrollcsoportokban mérthez viszonyított proliferáció arányát,
más néven a stimulációs indexet, amelynek legalább háromnak kell lennie ahhoz, hogy a vizsgálandó anyagot mint po-
tenciális bõrszenzibilizálót további vizsgálatoknak vessék alá. Az itt ismertetett módszerek alapját a sejtproliferáció ra-
dioaktív jelöléssel történõ mérése képezi. Azonban más végpontok is alkalmazhatók a proliferáció vizsgálatára, feltéve,
hogy azt megfelelõen megindokoljuk és tudományosan is alátámasztjuk, ezen belül teljeskörûen megadjuk a hivatkozá-
sokat és a módszer leírását is.

1.3. A vizsgálati módszer ismertetése
1.3.1. Készítmények
1.3.1.1. Az állatok tartásának és etetésének körülményei
Az állatokat egyedileg kell tartani. A kísérleti helyiség hõmérsékletének 22 °C (± 3 °C)-nak kell lennie. Bár a helyiség

relatív páratartalmának legalább 30%-nak kell lennie, illetve a takarítás idõtartamától eltekintve lehetõleg ne haladja
meg a 70%-ot, a célértéknek 50 és 60% között kell lennie. A világítás legyen mesterséges; 12 órás világos és 12 órás sötét
periódusok váltsák egymást. Az etetéshez standard laboratóriumi takarmány alkalmazható, korlátlan mennyiségû ivóvíz
biztosítása mellett.

1.3.1.2. Az állatok elõkészítése
Az állatokat véletlenszerûen kell kiválasztani, majd egyedi azonosítóval kell ellátni (de nem valamilyen füljelzõvel),

és a kezelés megkezdése elõtt legalább 5 napig a ketrecükben kell tartani õket, hogy hozzászokhassanak a laboratóriumi
körülményekhez. A kezelés megkezdése elõtt minden állatot meg kell vizsgálni, és ellenõrizni kell, hogy nincsenek-e
rajtuk látható bõrsérülések.

1.3.2. Kísérleti körülmények
1.3.2.1. Kísérleti állatok
Ehhez a vizsgálathoz egeret kell használni. Fiatal, felnõtt, a CBA/Ca vagy a CBA/J törzsbõl származó nõstény egere-

ket kell használni, amelyek még egyszer sem ellettek és nem is vemhesek. A vizsgálat kezdetén az állatoknak 8–12 hetes-
nek kell lenniük, minimális testtömegbeli eltéréssel, amely nem haladhatja meg a testtömeg-átlag 20%-át. Ha elegendõ
adat áll rendelkezésre arra nézve, hogy nincsenek szignifikáns törzs- és/vagy ivarspecifikus különbségek az LLNA-vá-
lasz tekintetében, más törzsek, illetve hím állatok is alkalmazhatók.

1.3.2.2. A megbízhatóság ellenõrzése
A vizsgálat megfelelõ módon történõ elvégzésének igazolására, illetve a laboratórium ez irányú kompetenciájának de-

monstrálására pozitív kontrollokat kell alkalmazni. A pozitív kontrollnak pozitív LLNA-választ kell kiváltania egy
olyan expozíciós szint mellett, amelynél a negatív kontrollhoz viszonyítva várhatóan 3-nál magasabb stimulációs index
(SI) érhetõ el. A pozitív kontrolldózist úgy kell megválasztani, hogy az indukció egyértelmû legyen, de ne eltúlzott. Erre
a célra elõnyös anyagok a hexil-cinnamaldehid (CAS-szám: 101–86–0, EINECS-szám: 202–983–3) és a merkaptoben-
zotiazol (CAS-szám: 149–30–4, EINECS-szám: 205–736–8). Olyan körülmények is lehetségesek, amikor a fenti krité-
riumoknak megfelelõ más kontrollanyag is alkalmazható, feltéve, hogy azt megfelelõen megindokolják. Míg rendes kö-
rülmények között minden egyes vizsgálathoz szükség lehet egy pozitív kontrollcsoportra, esetenként a vizsgáló labora-
tóriumoknak elegendõ korábbi pozitív kontrolladat áll rendelkezésére ahhoz, hogy egy hat hónapos vagy még hosszabb
idõszakra vonatkozóan be tudják mutatni a megfelelõ válaszreakció következetes megjelenését. Ilyen esetekben ritkáb-
ban, de legalább 6 havonta lehet szükség pozitív kontrollok alkalmazására. Bár a pozitív kontrollanyagot olyan
vivõanyagban kell vizsgálni, amelyrõl ismeretes, hogy következetes választ idéz elõ (pl. aceton-olívaolaj elegy), elõ-
fordulhat, hogy hatósági elõírások miatt egy nem standard vivõanyagot is alkalmazni kell (amelynek összetétele
klinikai/kémiai szempontból fontos). Ilyen esetekben a pozitív kontroll- és e nem konvencionális vivõanyag közötti le-
hetséges kölcsönhatást is meg kell vizsgálni.
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1.3.2.3. Az állatok száma, a dózisszintek és a vivõanyag megválasztása
Minden dóziscsoportban legalább négy állatot kell alkalmazni, és a vizsgálandó anyagból legalább három különbözõ

koncentrációt, továbbá egy negatív kontrollcsoportot, amelyet csak a vizsgálandó anyaghoz használt vivõanyaggal ke-
zelnek, valamint adott esetben egy pozitív kontrollt is. Azokban az esetekben, amikor egyedileg kell gyûjteni az állatok
adatait, dóziscsoportonként legalább öt állatot kell alkalmazni. Attól eltekintve, hogy vizsgálandó anyagot nem kapnak
az állatok, a kontrollcsoportokban lévõ állatokat ugyanúgy kell kezelni, mint a kezelt csoportokban lévõket.

A dózisokat és a vivõanyagot az (1) hivatkozásban található ajánlások alapján kell megválasztani. A dózisokat a
100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% stb. koncentrációsorozatból kell kiválasztani. A három egymás utáni kon-
centráció megválasztásakor figyelembe kell venni az esetlegesen rendelkezésre álló akut toxicitási és bõrirritációs adato-
kat is, hogy a legmagasabb koncentráció maximális expozíciót okozzon, de ne jelentkezzen szisztémás toxicitás vagy
túlzott mértékû lokális bõrirritáció (2) (11).

A vivõanyagot aszerint kell kiválasztani, hogy maximális legyen a vizsgálandó anyag koncentrációja és oldhatósága,
miközben a vizsgálandó anyag alkalmazásához megfelelõ oldat/szuszpenzió álljon rendelkezésre. Az ajánlott vivõanya-
gok a preferencia sorrendjében a következõk: aceton/olívaolaj (4:1 térfogatarány), dimetilformamid, metil-etil-keton,
propilén-glikol és dimetil-szulfoxid (2) (10), de megfelelõ tudományos indoklás esetén más vivõanyagok is alkalmazha-
tók. Bizonyos esetekben szükség lehet arra, hogy további kontrollként egy klinikai szempontból lényeges vivõanyagot
használjanak, vagy azt a kereskedelmi formulát, amelyben a vizsgálandó anyagot forgalomba hozzák. Különösen vi-
gyázni kell arra, hogy a hidrofil anyagokat olyan vivõanyagrendszerbe építsék be, amely nedvesíti a bõrt és nem fut le
azonnal. Kerülni kell tehát a teljesen vizes vivõanyagokat.

1.3.3. Vizsgálati eljárás
1.3.3.1. A kísérleti program
A vizsgálathoz az alábbi kísérleti programot kell alkalmazni:
– 1. nap:
Határozzuk meg és jegyezzük fel minden egyes állat testtömegét. Vigyünk fel 25 µl térfogatú megfelelõ hígítású vizs-

gálandó anyagot, valamint a vivõanyagot önmagában vagy (adott esetben) pozitív kontrollt a fülek dorzális oldalára.
– 2. és 3. nap:
Ismételjük meg az 1. napon elvégzett felviteli eljárást.
– 4. és 5. nap:
Nincs kezelés.
– 6. nap:
Mérjük meg és jegyezzük fel az állatok testtömegét. Injekciózzunk 250 µl, 20 µCi (7,4 e + 8 Bq) 3H-metil-timidint tartal-

mazó sós foszfátpuffert (PBS) a kezelt és kontrollegerek farokvénájába. Használhatunk ehelyett 250 µl, 2 µCi (7,4 e + 7 Bq)
125I-jóddezoxiuridint és 10–5 M fluordezoxiuridint tartalmazó PBS-t is, szintén az egerek farokvénájába injektálva.

Öt órával késõbb extermináljuk az állatokat. Mindegyik kísérleti csoportban az állatok fülébõl vágjuk ki a kezelt terü-
let nyirokelvezetésérõl gondoskodó füli nyirokcsomókat és tegyük be azokat kísérleti csoportonként egy PBS-t tartalma-
zó edénybe (összevont kezelési csoporton alapuló megközelítés). Más esetben úgy is eljárhatunk, hogy csak az egyes ál-
latokból kivágott nyirokcsomó-párokat tesszük egy-egy PBS-t tartalmazó edénybe (egyedi megközelítés). A nyirokcso-
mók meghatározásának és kipreparálásának részleteit és az ehhez kapcsolódó diagrammokat a (10) hivatkozás I. mellék-
letében találhatjuk meg.

1.3.3.2. A sejtszuszpenziók elkészítése
Az összevont kezelési csoportokból származó vagy az egyes állatokból két oldalról vett nyirokcsomósejtekbõl (LNC)

álló egysejt-szuszpenziókat kell elõállítani 200 µm-es lyukméretû, rozsdamentes acélból készült fémhálón keresztül tör-
ténõ óvatos mechanikai dezintegrálással. A nyirokcsomósejteket nagy feleslegben lévõ PBS-sel kétszer át kell mosni,
majd 4 °C-on 18 órán át, 5%-os triklórecetsavval (TCA) precipitálni (2). A pelleteket vagy 1 ml TCA-ban újra kell szusz-
pendálni és 10 ml szcintillációs folyadékot tartalmazó szcintillációs fiolákba (3H-számlálás) áttenni, vagy közvetlenül
gammaszámláló csövekbe (125I-számlálás) kell átrakni.

1.3.3.3. A sejtproliferáció meghatározása (beépült radioaktivitás)
A 3H-metil-timidin beépülését ß-szcintillációs számlálással mérik, percenkénti bomlás (DPM) egységekben.

A 125I-jóddezoxiuridin beépülését 125I-számlálással mérik, és ugyancsak DPM-ben fejezik ki. Az alkalmazott megközelí-
téstõl függõen a beépülést DPM/kezelési csoport (összevont megközelítés) vagy DPM/állat (egyedi megközelítés) egy-
ségben fejezik ki.

1.3.3.4. Megfigyelések
1.3.3.4.1. Klinikai megfigyelések
Naponta egyszer gondosan meg kell vizsgálni az állatokban az alkalmazás helyén kialakuló lokális irritáció vagy

szisztémás toxicitás esetleges klinikai tüneteit. Minden megfigyelést szisztematikusan fel kell jegyezni, minden egyes
állat esetében egyedi adatsor felvételével.
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1.3.3.4.2. Testtömeg

Ahogyan az az 1.3.3.1. szakaszban szerepel, az egyes állatok testtömegét a vizsgálat kezdetén, illetve az exterminálás
tervezett idõpontjában kell megmérni.

1.3.4. Az eredmények kiszámítása

Az eredményeket a stimulációs indexben (SI) fejezik ki. Az összevont megközelítés alkalmazása esetén az SI-t úgy
kapják meg, hogy az egyes kezelési csoportokra esõ összevont radioaktív beépülést elosztják a vivõanyaggal kezelt
kontrollcsoportra jutó összevont beépüléssel. Ennek eredményeként egy átlagos SI-érték kapnak. Az egyedi megközelí-
tés alkalmazása esetén az SI-t úgy kapják meg, hogy minden egyes kezelt csoport és a pozitív kontrollcsoport átlagos
DPM/állat-értékét elosztják az oldószerrel/vivõanyaggal kezelt kontrollcsoport átlagos DPM/állat értékével. A vivõ-
anyaggal kezelt kontrollcsoportok átlagos SI-értéke tehát 1.

Ha az SI számítására az egyedi megközelítést alkalmaznak, akkor statisztikai elemzések is végezhetõk az adatokon. A
megfelelõ statisztikai elemzési módszer kiválasztásakor a vizsgálónak figyelemmel kell lennie a lehetséges varian-
cia-egyenlõtlenségekre és más kapcsolódó problémákra, ami miatt adat-transzformációra vagy nem paraméteres statisz-
tikai elemzésre lehet szükség. Az adatok értelmezéséhez adekvát megközelítés, ha a kezelt és vivõanyaggal kezelt kont-
rollállatok minden egyes adatát külön értékelik ki, majd ezekbõl a konfidenciahatárok figyelembevételével levezetik a
legjobban illeszkedõ dózis-válasz görbét (8) (12) (13). A vizsgálónak azonban fel kell készülnie arra, hogy egy adott cso-
portban egy-egy állat válasza »kilóghat a sorból«, ami miatt más módon (pl. átlag helyett medián alkalmazásával) kell a
választ mérni, vagy ki kell zárni a kilógó adatokat az elemzésbõl.

A választ akkor lehet pozitívként értékelni, ha – a dózis-válasz összefüggést és adott esetben a statisztikai szignifikan-
ciát is figyelembe véve – a stimulációs index � 3 (3) (6) (8) (12) (14).

Ha a kapott eredmények tisztázást igényelnek, figyelembe kell venni a vizsgálandó anyag különféle tulajdonságait, és
ezen belül azt is, hogy mutat-e szerkezeti rokonságot ismert bõrszenzibilizáló anyagokkal, okoz-e erõteljes bõrirritációt,
illetve hogy milyen a megfigyelt dózis-válasz összefüggés. Ezek, illetve a további megfontolások részletesebb tárgyalá-
sát lásd a (7) hivatkozásban.

2. ADATOK

Az adatokat táblázatos formában kell összefoglalni, amely minden dóziscsoportra (ezen belül a vivõanyaggal kezelt
kontrollcsoportra vonatkozóan is) mutatja az átlagos és egyedi DPM-értékeket és stimulációs indexeket.

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés

A vizsgálati jelentésnek a következõ információkat kell tartalmaznia:

Vizsgálandó anyag:

– azonosító adatok (pl. adott esetben a CAS-szám; továbbá eredet; tisztaság; ismert szennyezõk; tételszám);

– fizikai megjelenés és fizikai-kémiai tulajdonságok (pl. illékonyság, oldhatóság, stabilitás);

– elegy esetén annak összetétele és az egyes komponensek egymáshoz viszonyított aránya.

Vivõanyag:

– azonosító adatok [tisztaság; (adott esetben) koncentráció; alkalmazott térfogat]

– a vivõanyag megválasztásának indoklása.

Kísérleti állatok:

– a felhasznált egértörzs;

– az állatok mikrobiológiai státusa, feltéve, hogy ismert;

– az állatok származása, tartásának körülményei, takarmánya stb.;

– az állatok száma, életkora és ivara;

kísérleti körülmények:

– a vizsgálandó anyagból elõállított készítménnyel és annak alkalmazásával kapcsolatos adatok;

– a dózisszintek megválasztásának indoklása, ezen belül adott esetben a tartománybehatároló vizsgálatok eredmé-
nyei; a vivõanyag és a vizsgálandó anyag alkalmazott koncentrációja és az anyag teljes alkalmazott mennyisége;

– a táplálék és a víz minõsége (ezen belül a takarmány típusa/forrása, a víz forrása).
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A megbízhatóság ellenõrzése:
– a legutóbbi megbízhatósági ellenõrzés eredményeinek összefoglalása az alkalmazott anyag, koncentráció és vivõ-

anyag adataival együtt;
– a vizsgáló laboratórium párhuzamos és/vagy korábbi pozitív és negatív kontrolladatai.
Eredmények:
– az egyes állatok testtömege a kezelés kezdetén és az exterminálás tervezett idõpontjában;
– az átlagos (összevont megközelítés) és egyedi (állatonkénti megközelítés) DPM-értékek táblázata, illetve az egyes

megközelítéseknél kapott értéktartományok és az egyes dóziscsoportok (ezen belül a vivõanyaggal kezelt kontrollcso-
port) stimulációs indexei;

– adott esetben statisztikai elemzés;
– a toxicitási tünetek, ezen belül az alkalmazás helyén esetleg kialakuló bõrirritáció megjelenésének idõpontja és idõ-

beli alakulása minden egyes állatra vonatkozóan.
Az eredmények diszkussziója:
– Egy rövid kommentár az eredményekhez, a dózis-válasz elemzéshez és adott esetben a statisztikai elemzésekhez, a

következtetés levonásával, amely szerint a vizsgálandó anyagot bõrszenzibilizálónak kell-e tekinteni vagy sem.
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B.43. NEUROTOXICITÁSI VIZSGÁLAT RÁGCSÁLÓKBAN

1. MÓDSZER

Ez a módszer egyenértékû az OECD TG 424 (1997) módszerrel.
Ennek a vizsgálati módszernek az a célja, hogy megkapjuk egy vegyület felnõtt állatokra gyakorolt neurotoxicitási

potenciáljának igazolásához vagy további jellemzéséhez szükséges információkat. A vizsgálat végezhetõ más, az
ismételt dózisú toxicitási vizsgálatokhoz alkalmazott ismert vizsgálati módszerekkel együtt vagy önálló vizsgálatként is.
Az e módszeren alapuló vizsgálatok megtervezésekor ajánlatos az OECD Neurotoxicitási Vizsgálati Stratégiák és Mód-
szerek Útmutatóját (1) is igénybe venni. Ez különösen akkor fontos, ha fontolóra vesszük a megfigyelések és vizsgálati
eljárások módosítását az e módszer rutinalkalmazásához ajánlottakhoz képest. Az útmutató azzal a céllal készült, hogy
elõsegítse a konkrét feltételek esetén alkalmazandó egyéb vizsgálati eljárások kiválasztását. Ez a módszer nem terjed ki a
fejlõdési neurotoxicitás tanulmányozására.

1.1. Bevezetés

A vegyületek toxikus jellemzõinek vizsgálatakor és értékelésekor fontos figyelembe venni a neurotoxikus hatások le-
hetõségét. Már az ismételt dózisú szisztémás toxicitási vizsgálati módszer is magában foglal olyan megfigyeléseket,
amellyel a neurotoxicitás lehetõségét szûrik. Ez a vizsgálati módszer felhasználható olyan vizsgálatok tervezésére, ame-
lyekkel további információk szerezhetõk az ismételt dózisú szisztémás toxicitási vizsgálatokban megfigyelt neurotoxi-
kus hatásokkal kapcsolatban, vagy megerõsíthetik azokat. Azonban bizonyos vegyületcsoportok potenciális neurotoxi-
citásának mérlegelése azt sugallhatja, hogy e módszer alkalmasabb lehet ezek vizsgálatára anélkül, hogy ismételt dózisú
szisztemás toxicitási vizsgálatok az adott anyag potenciális neurotoxicitását elõre jeleznék. Ilyen megfontolások például
a következõk:

– neurológiai tünetek vagy neuropathológiai léziók észlelése az ismételt dózisú szisztémás toxicitási vizsgálatoktól
eltérõ toxicitási vizsgálatokban, vagy

– szerkezeti összefüggések vagy más információk, amelyek kapcsolatba hozzák az anyagot ismert neurotoxikus
anyagokkal.

Elõfordulhatnak továbbá más olyan esetek is, amikor ezt a módszert érdemes alkalmazni. A további részleteket lásd az
(1) hivatkozásban.

E módszert úgy dolgozták ki, hogy annak megfelelõ kiigazításával egy vegyület egyedi kórszövettani és viselkedési
neurotoxicitásának igazolására vonatkozó sajátos elvárásoknak is megfeleljen, és tegye lehetõvé a neurotoxikus vála-
szok jellemzését és számszerûsítését.

A neurotoxicitást korábban azonosnak tekintették az idegbántalmakkal (neuropátia), beleértve az idegkórtani bántal-
makat vagy idegmûködési zavarokat, így például rohamokat, bénulást vagy remegést. Bár az idegbántalmak a neurotoxi-
citás fontos megnyilvánulási formáit jelentik, ma már világos, hogy az idegrendszeri toxicitásnak számos olyan jele van
(pl. a mozgáskoordináció csökkenése, érzékelési zavarok, tanulási és memóriazavarok), amelyek neuropátiás vagy más
típusú vizsgálatokban esetleg nem jelennek meg.

E neurotoxicitási vizsgálati módszert úgy alakították ki, hogy alkalmas legyen a jelentõsebb viselkedés-neurológiai és
idegkórtani hatások felnõtt rágcsálókban történõ kimutatására. Bár a viselkedésbeli hatások még morfológiai változások
hiányában is tükrözhetik az élõ szervezetekre gyakorolt káros hatásokat, nem minden viselkedésbeli változás specifikus
az idegrendszerre. Így tehát minden megfigyelt változást az ezzel összefüggõ kórszövettani, hematológiai vagy bio-
kémiai adatokkal, valamint egyéb típusú szisztémás toxicitásra vonatkozó adatokkal összefüggésben kell értékelni. Az
e módszerrel végzett és a neurotoxikus válaszok jellemzését, valamint számszerûsítését célzó vizsgálat specifikus kór-
szövettani és viselkedésvizsgálati eljárásokat is magában foglal, amelyek további elektrofiziológiai és/vagy biokémiai
vizsgálatokkal is alátámaszthatók (1) (2) (3) (4).

A neurotoxikus anyagok egy sor célpontra hathatnak az idegrendszeren belül, és hatásmechanizmusuk is igen sokféle
lehet. Mivel nem létezik egyetlen olyan vizsgálatsorozat sem, amelynek segítségével az összes anyag esetében meg-
határozható lenne a neurotoxikus potenciál, szükség lehet más, a megfigyelt vagy várt neurotoxicitás típusára specifikus
in vivo vagy in vitro vizsgálatokra is.

Ez a vizsgálati módszer arra is felhasználható, hogy az OECD Neurotoxicitási Vizsgálati Stratégiák és Módszerek
Útmutatójában (1) megfogalmazott iránymutatással összefüggésben olyan vizsgálatokat is lehessen általa tervezni, ame-
lyek célja, hogy általuk tovább lehessen jellemezni vagy növelni a dózis-válasz összefüggés számszerû meghatározásá-
nak érzékenységét annak érdekében, hogy jobban meg lehessen becsülni a nem észlelhetõ káros hatás szintjét, vagy iga-
zolható legyen a vegyület ismert vagy feltételezett veszélyessége. Olyan vizsgálatok is tervezhetõk például, amelyek se-
gítségével meghatározható(k) vagy értékelhetõ(k) a neurotoxicitási mechanizmus(ok), vagy kiegészíthetõk a rendelke-
zésre álló, alap viselkedés-neurológiai és neuropathológiai megfigyelési eljárások alkalmazásával kapott adatok. Az
ilyen vizsgálatok esetében nem szükséges olyan adatok gyûjtését megismételni, amelyeket az e módszernél ajánlott stan-
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dard eljárások alkalmazásával kapnának meg, ha az ilyen adatok már rendelkezésre állnak, és azokat nem tartják szüksé-
gesnek a vizsgálat eredményeinek értelmezéséhez.

Ez a neurotoxicitási vizsgálat – akár önállóan, akár más vizsgálatokhoz kapcsolódva végzik – olyan információkat
szolgáltat, amelyek:

– meghatározhatják, hogy a vizsgálandó vegyület tartós vagy visszafordítható hatásokat gyakorolt-e az idegrendszerre;
– hozzájárulhatnak a kémiai vegyülettel történõ expozícióval járó idegrendszeri elváltozások jellemzéséhez, illetve

az ezek hátterében álló mechanizmusok megismeréséhez;
– meghatározhatják a dózis- és idõ-válasz összefüggéseket a nem észlelhetõ káros hatás szint becsléséhez (amelyet a

vegyület biztonsági kritériumainak megállapításához lehet felhasználni).
Ennél a vizsgálati módszernél a vizsgálandó anyagot orálisan adagolják. Más (pl. a dermális vagy inhalálásos) beadási

módok esetenként megfelelõbbek lehetnek, amelyek használata esetén szükség lehet a javasolt eljárások módosítására
is. A beadási mód kiválasztásával kapcsolatos megfontolások a humán expozíciós profiltól és a rendelkezésre álló toxi-
kológiai és kinetikai adatoktól függenek.

1.2. Fogalommeghatározások

»Káros hatás«: a normálhoz viszonyított bármilyen, a kezelés okozta elváltozás, amely csökkenti az élõ szervezet túl-
élésre, szaporodásra vagy környezethez való alkalmazkodásra való képességét.

»Dózis«: a vizsgálandó anyag beadott mennyisége. A dózist tömegegységben (g, mg), vagy a vizsgálandó anyag tö-
megének és a vizsgált állat tömegegységének hányadosában (pl. mg/kg), vagy a táplálékban lévõ állandó koncentráció-
ban (ppm) fejezik ki.

»Adagolás«: általános meghatározás, amely a dózist, valamint az adagolás gyakoriságát és idõtartamát foglalja magá-
ban.

»Neurotoxicitás«: az idegrendszer szerkezetét vagy mûködését érintõ káros elváltozás, amelyet egy kémiai, biológiai
vagy fizikai ágens jelentette expozíció idéz elõ.

»Neurotoxikus anyag«: bármilyen kémiai, biológiai vagy fizikai ágens, amely neurotoxicitást tud okozni.
»NOAEL«: a nem észlelhetõ káros hatás szintjének (no-observed-adverse effect level) rövidítése, amely azt a legma-

gasabb dózisszintet jelöli, amelynél nem figyelhetõk meg kezeléssel összefüggõ káros hatások.

1.3. A vizsgálati módszer elve

A vizsgálandó vegyületet egy dózistartományon belül több dózisban adagolják orálisan laboratóriumi rágcsálók több
csoportjának. Általában ismételt dózisokat kell alkalmazni, és az adagolási rend lehet 28 napos, szubkrónikus (90 napos)
vagy krónikus (1 éves vagy annál hosszabb). Az ebben a vizsgálati módszerben leírt eljárások akut neurotoxicitási vizs-
gálatokhoz is felhasználhatók. Az állatokat olyan módon vizsgálják, hogy lehetõség legyen a viselkedési és/vagy neuro-
lógiai rendellenességek észlelésére vagy jellemzésére. Minden megfigyelési idõszakban egy sor olyan viselkedést vizs-
gálnak meg, amelyre hatással lehetnek a neurotoxikus anyagok. A vizsgálat végén az összes csoportból és mindkét nem-
bõl kiválasztanak néhány állatot, amelyeknél in situ perfúziót végeznek, és amelyekbõl agyi, gerincvelõi és perifériás
idegi metszeteket készítenek és vizsgálnak meg.

Ha a vizsgálatot a neurotoxikus hatások megállapítását vagy jellemzését célzó önálló vizsgálatként végzik, a csopor-
tokba tartozó, perfúzióra és ezt követõ kórszövettani vizsgálatokra (lásd 1. táblázat) fel nem használt állatokat olyan spe-
cifikus viselkedés-neurológiai, neuropathológiai, neurokémiai vagy elektrofiziológiai eljárásokhoz lehet felhasználni,
amelyek kiegészíthetik az e módszer szerint szükséges standard vizsgálatokkal kapott adatokat (1). E kiegészítõ eljárá-
sok különösen akkor lehetnek hasznosak, ha empirikus megfigyelések vagy várható hatások a vegyület specifikus típusú
vagy specifikus célterületre irányuló neurotoxicitását jelzik. Más esetben a fennmaradó állatok egyéb értékelések, így
például a rágcsálókban végzett ismételt dózisú toxicitási vizsgálati módszerekben elõírtak céljára alkalmazhatók.

Ha e vizsgálati módszer eljárásait más vizsgálati módszerek eljárásaival kombinálják, kellõ számú állatra van szükség
ahhoz, hogy mindkét vizsgálat megfigyelési igényei kielégíthetõk legyenek.

1.4. A vizsgálati módszer ismertetése
1.4.1. Az állatfaj kiválasztása
A preferált rágcsálófaj a patkány, bár megfelelõ indoklás esetén más rágcsálófajok is alkalmazhatók. Általánosan

használt laboratóriumi törzsekbõl származó egészséges, fiatal felnõtt állatokat kell alkalmazni. Olyan nõstényeket kell
választani, amelyek még egyszer sem ellettek és nem vemhesek. Az adagolást általában az elválasztás után a lehetõ leg-
hamarabb meg kell kezdeni, lehetõleg még az állatok hathetes koráig, de mindenképpen az elõtt, hogy elérnék a kilenc-
hetes kort. Azonban ha a vizsgálatot más vizsgálatokkal kombinálják, a korra vonatkozó követelményeket esetleg ennek
megfelelõn módosítani kell. A vizsgálat kezdetén az alkalmazott állatok közötti testtömeg-eltérés nem haladhatja meg az
egyes ivarok átlagának ± 20%-át. Ha egy hosszú távú vizsgálat elõtt elõzetes vizsgálatként rövid idõtartamú ismételt dó-
zisú vizsgálatot végeznek, mindkét vizsgálatban azonos törzsbõl és forrásból származó állatokat kell használni.
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1.4.2. Az állatok tartásának és etetésének körülményei
A kísérleti helyiség hõmérsékletének 22 °C (± 3 °C)-nak kell lennie. Bár a helyiség relatív páratartalmának legalább

30%-nak kell lennie, illetve a takarítás idõtartamától eltekintve lehetõleg ne haladja meg a 70%-ot, a javasolt átlagérték-
nek 50 és 60% között kell lennie. A világítás legyen mesterséges; 12 órás világos és 12 órás sötét periódusok váltsák egy-
mást. Minimálisra kell csökkenteni az idõszakosan jelentkezõ erõs zajokat. Az etetéshez standard laboratóriumi takar-
mány alkalmazható, korlátlan mennyiségû ivóvíz biztosítása mellett. A takarmány megválasztását az is befolyásolhatja,
hogy ha a vizsgálandó anyagot táplálékkal adják be, akkor az megfelelõen keveredjen el az élelemmel. Az állatokat tart-
hatjuk egyedileg vagy azonos ivarú egyedekbõl álló kisebb csoportokban is.

1.4.3. Az állatok elõkészítése
Az egészséges fiatal állatokat véletlenszerûen kell beosztani a kezelt és kontrollcsoportokba. A ketreceket úgy kell el-

rendezni, hogy minimálisra lehessen csökkenteni a ketrec elhelyezésének lehetséges hatásait. Az állatokat egyedi azono-
sítóval kell ellátni, és a vizsgálat megkezdése elõtt legalább öt (5) napig a ketrecükben kell õket tartani, hogy hozzászok-
hassanak a laboratóriumi körülményekhez.

1.4.4. A beadási mód és a dózisok elõkészítése
Ez a vizsgálati módszer konkrétan elõírja a vizsgálandó anyag orális alkalmazását, amely történhet szondán keresztül,

táplálék vagy ivóvíz útján vagy kapszulák beadásával. Más beadási módok (pl. dermális vagy inhalálásos) is használha-
tók, de emiatt esetleg módosítani kell az ajánlott eljárásokat. A beadási mód megválasztása függ a humán expozíciós pro-
filtól és a rendelkezésre álló toxikológiai vagy kinetikai információktól. A beadási mód megválasztását meg kell indo-
kolni, továbbá meg kell jelölni az ebben a vizsgálati módszerben elõírt eljárások emiatt szükségessé vált módosításait is.

Ha szükséges, a vizsgálandó anyagot megfelelõ vivõanyagban fel lehet oldani vagy szuszpendálni. Elsõsorban vizes
oldatot/szuszpenziót ajánlatos alkalmazni, másodsorban olajos (pl. kukoricacsíra-olajban elkészített) oldatot vagy
szuszpenziót, és csak harmadsorban más vivõanyagokban elkészített oldatot vagy szuszpenziót. Ismerni kell a vivõ-
anyag toxikus jellemzõit. Emellett a vivõanyag következõ jellemzõit kell figyelembe venni: a vizsgálandó anyag felszí-
vódására, eloszlására, metabolizmusára és visszatartására gyakorolt hatások; a vizsgálandó anyag kémiai tulajdonságai-
ra gyakorolt hatások, amelyek módosíthatják annak toxikus jellemzõit; valamint az állatok táplálék- és vízfogyasztására
vagy tápláltsági állapotára gyakorolt hatások.

1.5. Eljárások
1.5.1. Az állatok száma és ivara
Ha a vizsgálatot önálló vizsgálatként végzik, legalább 20 állatot (10 nõstényt és 10 hímet) kell alkalmazni minden

egyes dózis- és kontrollcsoportban a részletes klinikai és funkcionális megfigyelések értékeléséhez. A 10 hím és 10 nõs-
tény közül a vizsgálat végén legalább öt hímet és öt nõstényt kell kiválasztani az in situ perfúzióhoz és a részletes
ideg-kórszövettani vizsgálatokhoz. Ha az adott dóziscsoportban csak korlátozott számú állatnál lehet megfigyelni neuro-
toxikus hatásokat, fontolóra kell venni ezeknek az állatoknak is a perfúzióra kijelöltek közé való felvételét. Ha a vizsgá-
latot egy ismételt dózisú toxicitási vizsgálattal egybekötve végzik, kellõ számú állatot kell felhasználni ahhoz, hogy
mindkét vizsgálat célkitûzéseit meg tudják valósítani. A vizsgálatok különbözõ kombinációi esetén szükséges minimális
csoportméreteket az 1. táblázat tartalmazza. Ha idõközi exterminációkat vagy a toxikus hatások visszafordíthatóságá-
nak, tartósságának vagy kezelés utáni késleltetett megjelenésének megfigyelésére gyógyulási csoportokat vagy kiegé-
szítõ megfigyeléseket is terveznek, a kísérleti állatok számát úgy kell növelni, hogy elegendõ számú állatot biztosíthas-
sanak a megfigyelésekhez és kórszövettani vizsgálatokhoz.

1.5.2. A kezelt és kontrollcsoportok
Általában legalább három dóziscsoportot és egy kontrollcsoportot kell alkalmazni, de ha más adatok áttekintése alap-

ján 1000 mg/testtömeg-kg/nap ismételt dózis alkalmazásakor sem várhatók hatások, akkor lehet határérték-vizsgálatot is
végezni. Ha nincs megfelelõ adat erre nézve, akkor tartománybehatároló vizsgálat is végezhetõ az alkalmazandó dózisok
meghatározásának elõsegítésére. Attól eltekintve, hogy a vizsgálandó anyagot nem alkalmazzák, a kontrollcsoportokban
lévõ állatokat ugyanúgy kell kezelni, mint a kezelt csoportokban lévõket. Ha a vizsgálandó anyag beadásához vivõanya-
got alkalmaznak, a kontrollcsoportnak a legnagyobb alkalmazott térfogatban kell beadni a vivõanyagot.

1.5.3. A megbízhatóság ellenõrzése
A vizsgálatot végzõ laboratóriumnak adatokkal kell igazolnia, hogy el tudja végezni a vizsgálatot, illetve hogy az al-

kalmazott eljárások megfelelõ érzékenységûek. Az ilyen adatoknak bizonyítékkal kell szolgálniuk a megfigyelésre java-
solt különféle végpontok, így például az autonóm tünetek, a szenzoros reaktivitás, a végtagok fogóereje, valamint a mo-
toros aktivitás változásainak detektálására és adott esetben számszerûsítésére való képességet. A különbözõ típusú neu-
rotoxicitás válaszokat kiváltó és pozitív kontrollként alkalmazható vegyületekkel kapcsolatos információk a (2) és a (9)
hivatkozásban találhatók. Ha a kísérleti eljárások lényeges vonásai nem változnak, akkor korábbi adatok is felhasználha-
tók. Javasolt a korábbi adatok idõszakos felfrissítése. Az eljárások érzékenységének fennmaradását igazoló új adatokra
akkor van szükség, ha a vizsgálat vagy az eljárások valamely lényegi elemét a vizsgálatot végzõ laboratórium megvál-
toztatta.

2005/154/II. szám M A G Y A R K Ö Z L Ö N Y 73



1.5.4. A dózisok kiválasztása
A dózisszinteket a vizsgálandó vegyülettel vagy rokon anyagokkal kapcsolatban esetlegesen rendelkezésre álló ko-

rábbi toxicitási és kinetikai adatok figyelembevételével kell meghatározni. A legnagyobb dózist azt a célt szem elõtt tart-
va kell megválasztani, hogy a neurotoxikus hatásokat vagy egyértelmû szisztémás toxikus hatásokat váltson ki. Ezt
követõen úgy kell csökkenõ sorrendben kiválasztani a kisebb dózisokat, hogy meg lehessen határozni a dózissal össze-
függõ válaszokat, illetve a legkisebb dózisnál a nem észlelhetõ káros hatás szintjét (NOAEL). A dózisszinteket elvben
úgy kell beállítani, hogy meg lehessen különböztetni az idegrendszerre gyakorolt elsõdleges toxikus hatásokat a sziszté-
más toxicitással összefüggõ hatásoktól. Gyakran optimális a két-három intervallum alkalmazása, és nagyon nagy inter-
vallumok (pl. 10-nél magasabb szorzófaktor) alkalmazása esetén gyakran elõnyös a dózisok közé egy negyedik vizsgála-
ti csoportot is beiktatni. Ha létezik a humán expozícióra vonatkozóan elfogadható becslés, akkor ezt is figyelembe kell
venni.

1.5.5. Határérték-vizsgálat
Ha egy egyetlen, legalább 1000 mg/testtömeg-kg/nap dózis alkalmazásával történõ, az itt ismertetett eljárások szerint

elvégzett vizsgálat nem idéz elõ észlelhetõ neurotoxicitást és ha a szerkezetileg és/vagy metabolizmus szempontjából ro-
kon vegyületekkel kapcsolatos adatok alapján nem várható toxicitás, a három dózisszint alkalmazásával történõ teljes
vizsgálatot esetenként szükségtelen elvégezni. A várható humán expozíció nagyobb orális dózis alkalmazását teszi ese-
tenként szükségessé a határérték-vizsgálatban. Más típusú beadási módok, így például inhalálás vagy dermális alkalma-
zás esetén a vizsgálandó anyag fizikai-kémiai tulajdonságai gyakran elõre jelezhetik a lehetséges expozíciós szint maxi-
mumát. Akut orális vizsgálat elvégzéséhez a határérték-vizsgálat során alkalmazott dózisnak legalább 2000 mg/kg-nak
kell lennie.

1.5.6. A dózisok beadása
A vizsgálandó anyag dózisait legalább 28 napon át naponta, azaz heti hét napon át kell adagolni az állatoknak; ötnapos

adagolási rend vagy rövidebb expozíciós idõszak alkalmazását megfelelõen indokolni kell. Ha a vizsgálandó anyagot
szondán át adagolják, a dózist lehetõleg egyszerre kell egy gyomorszondán vagy megfelelõ intubációs kanülön át beadni
az állatnak. Az, hogy egyszerre maximálisan mekkora térfogatú folyadék adható be, a kísérleti állatok méretétõl függ. A
térfogat nem lehet 1 ml/100 g testtömeg-aránynál nagyobb. Vizes oldatok esetében azonban 2 ml/100 g testtömeg-arány
is alkalmazható. Az irritáló vagy korróziós hatású anyagok kivételével, amelyek esetében a magasabb koncentrációk ál-
talában súlyosabb hatásokat okoznak, minimálisra kell csökkenteni a térfogatbeli eltéréseket, amihez a koncentrációt
kell úgy beállítani, hogy minden dózisszinten állandó térfogatot lehessen biztosítani.

A táplálékkal vagy ivóvízzel bejuttatott anyagok esetében fontos, hogy a vizsgálandó anyag mennyisége ne zavarja a
normál táplálkozást vagy vízháztartást. Ha a vizsgálandó anyagot a táplálékkal juttatják be, vagy a táplálékbeli koncent-
rációt (ppm), vagy pedig az állat testtömegére számított dózist kell állandó értéken tartani, és meg kell adni, hogy melyik
alternatívát alkalmazzák. A szondával bejuttatott anyagok esetében a dózist mindig a nap hasonló idõszakában kell bead-
ni, és szükség szerint újra és újra be kell állítani ahhoz, hogy az állat testtömegéhez viszonyítva állandó értéken lehessen
tartani a dózist. Ha egy hosszú távú vizsgálat elõtt elõzetes vizsgálatként ismételt dózisú vizsgálatot végeznek, mindkét
vizsgálatban hasonló takarmányt kell alkalmazni. Akut vizsgálatok esetén ha a dózist nem lehet egyszerre bejuttatni, ak-
kor egy legfeljebb 24 órás idõtartam alatt részletekben is beadható.

1.6. Megfigyelések
1.6.1. A megfigyelések és vizsgálatok gyakorisága
Ismételt dózisú vizsgálatok esetében a megfigyelési idõszaknak az egész kezelési idõszakot le kell fednie. Akut vizs-

gálatok esetében a kezelés után 14 napig kell még megfigyeléseket végezni. A mellékcsoportokba tartozó és a kezelés
utáni idõszakban expozíció nélkül tartott állatok esetében a megfigyeléseknek ezt az idõszakot is le kell fedniük.

A megfigyeléseket kellõ gyakorisággal kell végezni, hogy az esetleges viselkedési és/vagy neurológiai rendellenessé-
gek észlelésének valószínûsége a lehetõ legnagyobb legyen. A megfigyeléseket lehetõleg mindig a nap azonos szakában
kell végezni, és ehhez figyelembe kell venni azt is, hogy a várt hatások a dózis beadása után mikor érik el a maximumu-
kat. A klinikai megfigyelések és funkcionális vizsgálatok gyakoriságát a 2. táblázatban foglaltuk össze. Ha a kinetikai
adatok vagy más, korábbi vizsgálatokban kapott adatok szerint más idõpontokat kellene alkalmazni a megfigyelésekhez,
vizsgálatokhoz vagy megfigyelések utáni idõszakokhoz, alternatív kísérleti programot kell követni a kinyerhetõ infor-
mációk maximalizálása érdekében. A kísérleti program ilyen jellegû módosításait meg is kell indokolni.

1.6.1.1. Az általános egészségi állapot és a megbetegedések/elhullások megfigyelése
Az állatok egészségi állapotát legalább naponta egyszer, a megbetegedéseket és elhullásokat pedig naponta kétszer

gondosan meg kell figyelni.
1.6.1.2. Részletes klinikai megfigyelések
Az elsõ expozíciót megelõzõen egy alkalommal (az egyeden belüli összehasonlításokhoz), majd ezt követõen a vizs-

gálat teljes idõtartamától függõen különbözõ idõközönként (lásd 2. táblázat) részletes klinikai megfigyeléseket kell vé-
gezni az erre a célra kiválasztott összes állaton (lásd 1. táblázat). A gyógyulási mellékcsoportok részletes klinikai megfi-
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gyeléseit a gyógyulási idõszak végén kell elvégezni. A részletes klinikai megfigyeléseket a ketrecen kívül, egy standard
porondon kell végezni. Az észleléseket egy olyan pontozási rendszer segítségével kell gondosan felvenni, amely a meg-
figyelés során végzett minden egyes mérés esetében kritériumokat vagy pontozási skálákat is magában foglal. A vizsgáló
laboratóriumnak világosan meg kell határoznia az alkalmazott kritériumokat vagy skálákat. Törekedni kell arra, hogy
minimálisak legyenek a kísérleti körülmények közötti (a kezeléssel szisztematikusan nem összefüggõ) eltérések, és hogy
a megfigyeléseket az aktuális kezelést nem ismerõ, képzett megfigyelõk végezzék.

A megfigyeléseket ajánlatos megtervezetten végezni, amelynek során minden állatra vonatkozóan és minden meg-
figyelési idõpontban világosan meghatározott (a normál »tartomány« meghatározását is magában foglaló) kritériumokat
kell szisztematikusan alkalmazni. A »normál tartományt« megfelelõen dokumentálni kell. Minden megfigyelt tünetet fel
kell jegyezni. Ha megoldható, a megfigyelt tünetek erõsségét is fel kell jegyezni. A klinikai megfigyelések többek között
a bõr, a szõrzet, a szemek, a nyálkahártyák változásaira, szekrétumok és exkrétumok, valamint az autonóm aktivitás
megjelenésére (pl. könnyezés, szõrmeredezés, pupillaméret, szokatlan légzési mintázat és/vagy szájon át történõ légzés,
szokatlan vizelés vagy székletürítés és elszínezõdött vizelet) irányulnak.

Rögzíteni kell továbbá a testhelyzettel, aktivitási szinttel (pl. a standard porond csökkent vagy fokozott felderítése) és
a mozgáskoordinációval kapcsolatos összes szokatlan választ is. A járás (pl. kacsázás, ataxia), a testtartás (pl. púpos tar-
tás) és a megfogás, elhelyezés vagy más környezeti ingerekkel szembeni reaktivitás megváltozását, valamint a rángásos
vagy görcsös mozgásokat, görcsös vonaglásokat vagy remegéseket, sztereotípiákat (pl. túlzott tisztálkodást, szokatlan
fejmozgásokat, ismétlõdõ körbejárást) vagy bizarr viselkedést (pl. harapást vagy túlzott nyalogatást, öncsonkítást, hátra-
felé menést, hangadást) vagy agressziót is fel kell jegyezni.

1.6.1.3. Funkcionális vizsgálatok

A részletes klinikai megfigyelésekhez hasonlóan az expozíció elõtt, majd azt követõen rendszeres idõközönként funk-
cionális vizsgálatokat is kell végezni az erre kiválasztott összes állaton (lásd 1. táblázat). A funkcionális vizsgálatok gya-
korisága is a teljes vizsgálat idõtartamától függ (lásd 2. táblázat). A 2. táblázatban megadott megfigyelési idõszakok mel-
lett az extermináláshoz a lehetõ legközelebbi idõpontban a gyógyulási mellékcsoportokban is funkcionális vizsgálatokat
kell végezni. A funkcionális vizsgálatok során meg kell figyelni a különféle [pl. hallási, látási és proprioceptív (5) (6) (7)]
ingerekre adott szenzoros reaktivitást, és el kell végezni a végtagok fogóerejének (8), valamint a motoros aktivitásnak a
vizsgálatát (9). A motoros aktivitást olyan automata berendezéssel kell mérni, amely az aktivitáscsökkenés és az aktivi-
tásnövekedés kimutatására is képes. Ha egy másik meghatározott rendszert alkalmaznak, akkor annak kvantitatívnak
kell lennie, és igazolni kell annak érzékenységét és megbízhatóságát is. Minden berendezés esetében ellenõrizni kell,
hogy idõben megbízhatóan, illetve az egyes berendezések egymáshoz képest konzisztensen mûködnek-e. A követendõ
eljárásokkal kapcsolatban a további részletek a vonatkozó hivatkozásokban találhatók. Ha nincsenek olyan adatok (pl.
szerkezet-aktivitási, epidemiológiai adatok vagy más toxikológiai vizsgálati adatok), amelyek potenciális neurotoxikus
hatásokat jeleznének, fontolóra kell venni specializáltabb vizsgálatok végzését a szenzoros és motoros mûködés vagy a
tanulás és a memória tanulmányozására, e lehetséges hatások részletesebb vizsgálata érdekében. A specializáltabb vizs-
gálatokkal és alkalmazásukkal kapcsolatban további információk az (1) hivatkozásban találhatók.

Kivételes esetben ki lehet hagyni a funkcionális vizsgálatból azokat az állatokat, amelyeknél a toxicitás jelei olyan
mérvûek, hogy már zavarják az adott vizsgálatot. Meg kell indokolni, amennyiben az ilyen állatokat kizárják valamely
funkcionális vizsgálatból.

1.6.2. Testtömeg és táplálék/vízfogyasztás

A legfeljebb 90 napig tartó vizsgálatok esetében minden állat testtömegét legalább hetente egyszer meg kell mérni,
továbbá legalább hetente a táplálékfogyasztást is ellenõrizni kell (illetve, ha a vizsgálandó anyagot az ivóvízzel adják be,
akkor annak fogyasztását is). A hosszú távú vizsgálatok esetében az állatok testtömegét az elsõ 13 hét során legalább
hetente egyszer, majd azt követõen legalább négyhetente meg kell mérni. Az elsõ 13 hét során a táplálékfogyasztást
(illetve, ha a vizsgálandó anyagot az ivóvízzel adjuk be, akkor annak fogyasztását is) legalább hetente, majd azt köve-
tõen körülbelül háromhavonta kell megmérni, kivéve, ha az egészségi állapot változásai vagy testtömeg-változások azt
másképp szabják meg.

1.6.3. Szemészeti vizsgálatok

A 28 napnál hosszabb vizsgálatok esetében lehetõleg minden állaton, de legalább a nagy dózissal kezelt és a kontroll-
csoportokba tartozó állatokon a vizsgálandó anyag adagolásának megkezdése elõtt, illetve a vizsgálat legvégén szemtü-
kör vagy ezzel egyenértékû és megfelelõ eszköz alkalmazásával szemészeti vizsgálatokat kell végezni. Ha szemelválto-
zást tapasztalnak, vagy ha a klinikai tünetek alapján ez szükségesnek látszik, minden állatot meg kell vizsgálni. A hosszú
távú vizsgálatok esetében a 13. héten is szemészeti vizsgálatot kell végezni. Nem kell szemészeti vizsgálatot végezni, ha
ilyen adatok más, hasonló idõtartamú és hasonló dózisszintek mellett történõ vizsgálatokból már rendelkezésre állnak.
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1.6.4. Hematológiai és klinikai biokémiai vizsgálatok
Ha a neurotoxicitási vizsgálatot ismételt dózisú szisztémás toxicitási vizsgálattal kombinálva végzik, a szisztémás to-

xicitási vizsgálat vonatkozó módszerében elõírtaknak megfelelõen hematológiai és klinikai biokémiai vizsgálatokat is
végezni kell. A mintavételt úgy kell végrehajtani, hogy minimális legyen a potenciális viselkedés-neurológiai hatások
kockázata.

1.6.5. Kórszövettani vizsgálatok
A neuropathológiai (idegkórtani) vizsgálatot úgy kell megtervezni, hogy egészítse ki és bõvítse a vizsgálat in vivo

fázisában tett megfigyeléseket. Ivaronként és csoportonként legalább 5 állatból (lásd az 1. táblázatot és a következõ be-
kezdést) szövetmintát kell venni, amelyet azután általánosan elfogadott perfúziós és fixálási technikák alkalmazásával
in situ fixálni kell [lásd a (3) hivatkozás 5. fejezetét és a (4) hivatkozás 50. fejezetét]. Minden makroszkóposan megfi-
gyelhetõ változást fel kell jegyezni. Amennyiben a vizsgálatot önálló vizsgálatként végzik el a neurotoxicitás szûrése
vagy a neurotoxikus hatások jellemzése céljából, a többi állat vagy specifikus viselkedés-neurológiai (10) (11), neuropa-
thológiai (10) (11) (12) (13), neurokémiai (10) (11) (14) (15) vagy elektrofiziológiai (10) (11) (16) (17) eljárásokhoz hasz-
nálható fel, amelyek kiegészíthetik az itt ismertetett eljárásokat és vizsgálatokat, vagy növelhetik a kórszövettani vizsgála-
tok alanyainak számát. E kiegészítõ eljárások különösen akkor lehetnek hasznosak, ha empirikus megfigyelések vagy a
várható hatások specifikus típusú vagy specifikus célterületre irányuló neurotoxicitást jeleznek (2) (3). Más esetben a fenn-
maradó állatok az ismételt dózisú toxicitási vizsgálati módszerben leírt rutin patológiai értékelésekhez is felhasználhatók.

A paraffinba ágyazott mintákat megszokott festési eljárással, például hematoxilin-eozin festékkel (H&E) kell megfes-
teni, és mikroszkópos vizsgálatokat kell végezni. Perifériás neuropátiák megfigyelése vagy gyanúja esetén mûanyagba
ágyazott perifériás idegszövetmintákat is vizsgálni kell. Egyes klinikai tünetek további helyek vizsgálatát vagy speciális
festési eljárások alkalmazását tehetik szükségessé. A további vizsgálati helyekkel kapcsolatban útmutatás a (3) és (4) hi-
vatkozásban található. Hasznos lehet továbbá, ha speciális festéseket alkalmaznak konkrét patológiai változások kimuta-
tásához (18).

A központi és a perifériás idegrendszerbõl származó reprezentatív metszeteket szövettani vizsgálatoknak kell alávetni
[lásd a (3) hivatkozás 5. fejezetét és a (4) hivatkozás 50. fejezetét]. A vizsgált területek általában a következõk: az elõagy,
a nagyagy központi része, ezen belül a hippokampuszt keresztmetszet, a középagy, a kisagy, a híd, a nyúltvelõ, a szem a
látóideggel és a retinával együtt, a gerincvelõ a nyaki és ágyéki duzzanatnál, a dorzális ideggyökér-ganglionok, a dorzá-
lis és ventrális ideggyökérrostok, a proximális ülõideg, a proximális sípcsonti ideg (a térdnél) és a sípcsonti ideg lábikra-
izom-ágai. A gerincvelõbõl és a perifériás idegekbõl készített metszeteknek mind keresztirányú vagy haránt-, mind
hosszanti metszeteket tartalmazniuk kel. Figyelmet kell szentelni az idegrendszer érhálózatának is. Meg kell vizsgálni
egy vázizommintát is, különösen a lábikraizomét. Különös figyelmet kell fordítani a központi és perifériás idegrendszer-
nek azokra a sejtes és rostos struktúrájú és mintázatú területeire, amelyekre különösen hatást gyakorolnak a neurotoxikus
anyagok.

A toxikus anyag által tipikusan elõidézett neuropathológiai elváltozásokkal kapcsolatban a (3) és a (4) hivatkozásban ta-
lálható útmutatás. Ajánlatos a szövetmintákat lépcsõzetesen megvizsgálni, ami azt jelenti, hogy elõször a nagy dózissal ke-
zelt csoportokból származó metszeteket hasonlítjuk össze a kontrollcsoportból származókkal. Ha az ezekbõl a csoportok-
ból származó mintákban nem láthatók neuropathológiai elváltozások, nincs szükség további vizsgálatra. Ha azonban neu-
ropathológiai elváltozásokat észlelnek a nagy dózissal kezelt csoportokban, a köztes és kis dózisú csoportokból származó,
potenciálisan érintett szövetekbõl készített mintákat is kóddal kell ellátni, majd egymás után meg kell vizsgálni õket.

Ha a kvalitatív vizsgálatok során bizonyítékot találnak valamilyen neuropathológiai elváltozásra, akkor az ilyen elvál-
tozást mutató idegrendszeri területeken egy második vizsgálatot is el kell végezni. Az összes dóziscsoportban minden
potenciálisan érintett területrõl metszeteket kell készíteni, amelyeket véletlenszerûen kódokkal kell ellátni, és a kód is-
meretének hiányában ugyancsak véletlenszerûen kell õket megvizsgálni. Minden lézió esetében fel kell jegyezni azok
gyakoriságát és súlyosságát. Miután minden dóziscsoportban kiértékelték az összes területet, vissza lehet fejteni a kódot,
és a dózis-válasz összefüggések megállapítása érdekében statisztikai elemzést lehet végezni. Ismertetni kell az egyes lé-
ziók súlyosságának fokozatait.

A neuropathológiai leleteket a viselkedési megfigyelésekkel és mérésekkel, továbbá a korábbi és párhuzamosan vég-
zett szisztémás toxicitási vizsgálatokból származó adatokkal összefüggésben kell értékelni.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Az állatokra vonatkozóan egyedi adatsorokat kell felvenni. Emellett az összes adatot táblázatos formában is össze kell
foglalni úgy, hogy minden kezelt és kontrollcsoport esetében mutassa az állatok számát a vizsgálat kezdetén, valamint
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azoknak a számát, amelyek a vizsgálat során elhullottak vagy humánus módon exterminálásra kerültek, illetve az elhul-
lások és humánus okokból végzett exterminálás idõpontját, a toxicitásra utaló tüneteket mutató állatok számát, a megfi-
gyelt toxikus hatások leírását, ezen belül megjelenésük idõpontját, valamint ezek idõbeli lefolyását, típusát és súlyossá-
gát, és végül a léziókat mutató állatok számát és ezen belül a lézió(k) típusát és súlyosságát.

2.2. Értékelés és az eredmények értelmezése

A vizsgálat eredményeit a viselkedés-neurológiai és neuropathológiai hatások (ha kiegészítõ vizsgálatok is történtek,
akkor emellett a neurokémiai vagy elektrofiziológiás hatások) és bármely más megfigyelt káros hatás elõfordulása, sú-
lyossága és viszonylagossága alapján kell értékelni. Ahol lehet, a számszerû eredményeket megfelelõ és általánosan el-
fogadott statisztikai módszer alkalmazásával kell kiértékelni. A statisztikai módszereket a vizsgálat tervezésekor kell
megválasztani.

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés

A vizsgálati jelentésnek a következõ információkat kell tartalmaznia:
Vizsgálandó anyag:
– fizikai megjelenés (ezen belül izomerizáció, tisztaság és fizikai-kémiai tulajdonságok);
– azonosító adatok.
Vivõanyag (ha szükséges):
– a vivõanyag megválasztásának indoklása.
Kísérleti állatok:
– az alkalmazott faj/törzs;
– az állatok száma, életkora és ivara;
– származás, tartási körülmények, akklimatizálódás, takarmány stb.;
– az egyes állatok testtömege a vizsgálat kezdetén.
Kísérleti körülmények:
– a vizsgálandó anyag formulázásával/a táplálék elõkészítésével, az elért koncentrációval, a készítmény stabilitásá-

val és homogenitásával kapcsolatos adatok;
– a beadott dózisok, ezen belül a vivõanyagra, valamint a beadott anyag térfogatára és fizikai formájára vonatkozó

adatok részletes leírása;
– a vizsgálandó anyag adagolására vonatkozó adatok;
– a dózisszintek megválasztásának indoklása;
– az expozíciós út és idõtartam megválasztásának indoklása;
– adott esetben a vizsgálandó anyag táplálékban/ivóvízben lévõ koncentrációjának (ppm) átszámítása a tényleges dó-

zisra (mg/testtömeg-kg/nap);
– a táplálék és az ivóvíz minõségével kapcsolatos adatok.
Megfigyelések és vizsgálati eljárások:
– az egyes csoportokba tartozó állatoknak a perfúziós alcsoportokba való besorolásával kapcsolatos adatok;
– a pontozási rendszerrel kapcsolatos adatok, beleértve a részletes klinikai megfigyelések során alkalmazott kritériu-

mokat és az egyes méréseknél használt pontozási skálát;
– a különféle (pl. hallási, látási és proprioceptív) ingerekre adott szenzoros reaktivitáshoz, a végtag-fogóerõ értékelé-

séhez, a motoros aktivitás értékeléséhez (ezen belül az aktivitás detektálására alkalmazott automatikus berendezésekkel
kapcsolatos adatok) alkalmazott funkcionális vizsgálatokkal és más alkalmazott eljárásokkal kapcsolatos adatok;

– a szemészeti vizsgálatokkal, valamint adott esetben a hematológiai vizsgálatokkal és klinikai biokémiai vizsgála-
tokkal kapcsolatos adatok, ideértve a vonatkozó alapértékeket is;

– a különleges viselkedés-neurológiai, neuropathológiai és neurokémiai vagy elektrofiziológiai eljárásokra vonatko-
zó adatok.

Eredmények:
– testtömeg/testtömeg-változások, ezen belül az extermináláskor mért testtömeg;
– adott esetben a táplálék- és vízfogyasztás;
– toxikus reakciók adatai ivaronként és dózisonként, ezen belül a toxicitás tünetei vagy az elhullás;
– a részletes klinikai megfigyelések jellege, súlyossága és idõtartama (megjelenése és idõbeli lefolyása) (valamint

hogy visszafordíthatók-e);
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– minden funkcionális vizsgálat eredményének részletes ismertetése;
– boncolási eredmények;
– adott esetben az összes viselkedés-neurológiai, neuropathológiai és neurokémiai vagy elektrofiziológiai eredmény

részletes ismertetése;
– adott esetben a felszívódással és metabolizmussal kapcsolatos adatok;
– adott esetben az eredmények statisztikai elemzése.
Az eredmények diszkussziója;
– dózis-válasz adatok;
– bármely más toxikus hatás és a vizsgálandó vegyület neurotoxicitási potenciáljával kapcsolatban levont következ-

tetések kapcsolata;
– nem észlelt káros hatás szintje.
Következtetések:
– javasolt a vizsgálandó vegyület teljes neurotoxicitásának konkrét megállapítása.
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1. táblázat

A csoportonként szükséges állatok minimális száma, ha a neurotoxicitási vizsgálatot külön,

illetve más vizsgálatokkal együtt végezzük

A neurotoxicitási vizsgálat elvégzésének módja:

Külön vizsgálat
A 28 napos

vizsgálattal együtt
végzett vizsgálat

A 90 napos
vizsgálattal együtt
végzett vizsgálat

A krónikus toxicitási
vizsgálattal együtt
végzett vizsgálat

Az állatok összlétszáma az egyes
csoportokban

10 hím és
10 nõstény

10 hím és
10 nõstény

15 hím és
15 nõstény

25 hím és
25 nõstény

A funkcionális vizsgálatokhoz,
ezen belül részletes klinikai meg-
figyelésekhez kiválasztott állatok
száma

10 hím és
10 nõstény

10 hím és
10 nõstény

10 hím és
10 nõstény

10 hím és 10 nõs-
tény

Az in situ perfúzióhoz és az
ideg-kórszövettani vizsgálatok-
hoz kiválasztott állatok száma

5 hím és
5 nõstény

5 hím és
5 nõstény

5 hím és
5 nõstény

5 hím és
5 nõstény

Az ismételt dózisú/szubkróni-
kus/krónikus toxicitási megfigye-
lésekhez, hematológiai
vizsgálatokhoz, klinikai bio-
kémiai vizsgálatokhoz, kór-
szövettani vizsgálatokhoz stb.
(ahogyan az a megfelelõ útmuta-
tókban szerepel) kiválasztott álla-
tok száma

5 hím és
5 nõstény

10 hím † és
10 nõstény †

20 hím † és
20 nõstény †

Adott esetben kiegészítõ meg-
figyelések

5 hím és
5 nõstény

† Magában foglalja a neurotoxicitási vizsgálat keretében végzendõ funkcionális vizsgálatokhoz és részletes klinikai
megfigyelésekhez kiválasztott öt állatot is

2. táblázat

A klinikai megfigyelések és funkcionális vizsgálatok gyakorisága

A megfigyelések típusai
A vizsgálat idõtartama

Akut 28 napos 90 napos Krónikus

Minden
állatban

Általános egészsé-
gi állapot

naponta naponta naponta naponta

Elhullás/megbete-
gedés

naponta kétszer naponta kétszer naponta kétszer naponta kétszer

A funkcio-
nális meg-
figyelések-
hez kivá-
lasztott
állatokban

Részletes klinikai
megfigyelések

– az elsõ expozíció
elõtt

– az adagolást
követõen 8 órán
belül a hatás
csúcsának be-
csült idõpontjá-
ban

– az adagolás után
7 és 14 nappal

– az elsõ expozíció
elõtt

– ezt követõen he-
tente egyszer

– az elsõ expozíció
elõtt

– egy alkalommal
az expozíció
elsõ vagy máso-
dik hetében

– ezt követõen ha-
vonta

– az elsõ expozíció
elõtt

– egy alkalommal
az expozíció
elsõ hónapjának
végén

– ezt követõen
háromhavonta
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A megfigyelések típusai
A vizsgálat idõtartama

Akut 28 napos 90 napos Krónikus

Funkcionális vizs-
gálatok

– az elsõ expozíció
elõtt

– az adagolást kö-
vetõen 8 órán
belül a hatás
csúcsának be-
csült idõpontjá-
ban

– az adagolás után
7 és 14 nappal

– az elsõ expozíció
elõtt

– a kezelés negye-
dik hetében, a
lehetõ legköze-
lebb az expozí-
ciós idõszak
végéhez

– az elsõ expozíció
elõtt

– egy alkalommal
az expozíció
elsõ vagy máso-
dik hetében

– ezt követõen
havonta

– az elsõ expozíció
elõtt

– egy alkalommal
az expozíció
elsõ hónapjának
végén

– ezt követõen
háromhavonta

9. számú melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EüM–KvVM–BM együttes rendelethez

C.21. TALAJLAKÓ MIKROORGANIZMUSOK: NITROGÉN-ÁTALAKÍTÁSI VIZSGÁLAT

1. MÓDSZER

Ez a vizsgálati módszer az OECD TG 216 (2000) módszer megfelelõje.

1.1. Bevezetés

Ez a vizsgálati módszer egy olyan laboratóriumi módszert ismertet, amelynek célja annak vizsgálata, hogy az egyes
vegyületek egyszeri expozíció esetén milyen hosszú távú hatásokat gyakorolnak a talajlakó mikroorganizmusok nitro-
gén-átalakítási aktivitására. A vizsgálat elsõsorban az Európai és Földközi-tenger Melléki Növényvédelmi Szervezet
ajánlásain alapul (1). Azonban más iránymutatásokat, ezen belül a German Biologische Bundesanstalt (2), az Egyesült
Államok Környezetvédelmi Hivatala (3), a SETAC (4), valamint a Nemzetközi Szabványügyi Szervezet (5) iránymuta-
tásait is figyelembe vettünk. Az 1995-ben az olaszországi Belgirateban megrendezett, a talajok/üledékek kiválasztásával
kapcsolatos OECD-munkaértekezleten (6) megegyezés született az e vizsgálatban alkalmazandó talajok számáról és tí-
pusáról. A talajminták gyûjtésérõl, kezelésérõl és tárolásáról szóló ajánlások egy ISO Útmutatón (7) és a belgiratei mun-
kaértekezlet ajánlásain alapulnak. A vizsgálandó anyagok toxikus jellemzõinek meghatározása és értékelése során szük-
ség lehet a talaj mikrobiális aktivitására gyakorolt hatások meghatározására, például olyan esetben, ha adatokra van
szükség a növényvédõ szereknek a talaj mikroflórájára gyakorolt esetleges mellékhatásaival kapcsolatban, vagy ha a ta-
lajlakó mikroorganizmusoknak növényvédõ szerektõl eltérõ vegyületekkel szembeni expozíciója várható. A nitro-
gén-átalakítási vizsgálat végrehajtásának célja az ilyen vegyületeknek a talaj mikroflórájára gyakorolt hatásainak meg-
határozása. Amennyiben mezõgazdasági vegyi anyagok (pl. növényvédõ szerek, mûtrágyák, erdészeti vegyi anyagok)
vizsgálatáról van szó, mind a nitrogén-átalakítási, mind a szénátalakítási vizsgálatot el kell végezni. Ha nem mezõgazda-
sági vegyi anyagok vizsgálata történik, elég a nitrogén-átalakítási vizsgálatot elvégezni. Ha azonban a nitrogén-átalakí-
tási vizsgálat az ilyen vegyületek esetében olyan EC50-értékeket eredményez, amelyek a kereskedelmi forgalomban kap-
ható nitrifikációgátló szerek (pl. nitrapirin) esetében tapasztalt tartományba esik, további információk gyûjtése érdeké-
ben a szénátalakítási vizsgálatot is el lehet végezni.

A talajok élõ és élettelen komponensekbõl épülnek fel, amelyek komplex és heterogén elegyek formájában léteznek.
A mikroorganizmusok számos fajjal fontos szerepet játszanak a termõtalajok szervesanyag-tartalmának lebontásában és
átalakításában, hozzájárulva a talajok termékenységének különféle aspektusaihoz. Az ilyen biokémiai folyamatokat
megzavaró hosszú távú hatások potenciálisan megzavarhatják a tápanyag-körforgalmat, ami megváltoztathatja a talaj
termékenységét. Szén- és nitrogén-átalakítás minden termõtalajban folyik. Bár az e folyamatokért felelõs mikrobaközös-
ségek talajonként eltérõek, az átalakítási útvonalak lényegében azonosak.

Az ismertetett vizsgálati módszer célja valamely anyagnak az aerob feltalajokban zajló nitrogén-átalakítási folyamat-
ra gyakorolt hosszú távú káros hatásainak kimutatása. A vizsgálati módszer lehetõvé teszi az anyagnak a talaj mikrofló-
rája által végzett szénátalakítására gyakorolt hatásainak becslését. A nitrátképzõdés a szén-nitrogén kötések felbomlása
után megy végbe. Ha tehát a kezelt és az ellenõrzõ talajmintákban azonos a nitrátképzõdés sebessége, nagyon valószínû,
hogy a fõbb szénlebontási útvonalak épek és mûködõképesek. A vizsgálathoz választott szubsztrátban (porított lucerna-
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liszt) kedvezõ (általában 12:1 és 16:1 közötti) a szén-nitrogén arány. Emiatt a vizsgálat során csökken a szénéhezés, és ha
a vegyi anyag károsítja a mikrobaközösségeket, azok 100 napon belül helyreállítódhatnak.

Azokat a teszteket, amelyekbõl ezt a vizsgálati módszert kifejlesztették, elsõsorban olyan anyagokhoz dolgozták ki,
amelyek esetében elõre jelezhetõ a talajba kerülõ mennyiség. Ez a helyzet például a növényvédõ szerek esetében, ame-
lyeknél ismert a szántóföldi alkalmazás mértéke. A mezõgazdasági vegyi anyagok esetében elegendõ két, a várt vagy be-
csült alkalmazási mérték szempontjából releváns dózist alkalmazni. A mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálhatók aktív
összetevõként (a.ö.) vagy formulázott termékként is. A vizsgálat azonban nem korlátozódik kizárólag a mezõgazdasági
vegyi anyagokra. Mind a vizsgálandó anyagnak a talajban alkalmazott mennyiségét, mind az adatok kiértékelésének
módját módosítva, a vizsgálat mezõgazdasági vegyi anyagoktól eltérõ vegyületekre is alkalmazható, amelyek esetében
nem ismert a talajba várhatóan bejutó mennyiség. A mezõgazdasági vegyi anyagoktól eltérõ vegyületek esetében tehát
egy sor koncentrációnál meg kell határozni a nitrogén-átalakításra gyakorolt hatásokat. Az ilyen vizsgálatokkal kapott
adatok dózis-válasz görbék elkészítésére és ECx-értékek számítására használhatók fel, ahol x jelentése % hatás.

1.2. Fogalommeghatározások

»Nitrogén-átalakítás«: a nitrogéntartalmú szerves anyagok mikroorganizmusok által végzett, ammonifikáción és nit-
rifikáción keresztüli végsõ lebontása a megfelelõ szervetlen végtermékké, nitráttá.

»ECx (hatásos koncentráció)«: a vizsgálandó anyag olyan talajbeli koncentrációja, amely x %-osan gátolja a nitrogén
nitráttá alakulását.

»EC50 (közepes hatásos koncentráció)«: a vizsgálandó anyag olyan talajbeli koncentrációja, amely 50 százalékosan
(50%-osan) gátolja a nitrogén nitráttá alakulását.

1.3. Referenciaanyagok

Nincs.

1.4. A vizsgálati módszer elve

Átszitált talajt porított növényi liszttel fel kell javítani, majd vagy kezelni kell a vizsgálandó anyaggal, vagy kezeletle-
nül kell hagyni (kontroll). Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén minimálisan két vizsgálati koncentráció al-
kalmazása ajánlott, amelyeket a szántóföldeken várható legmagasabb koncentráció függvényében kell megválasztani.
Az inkubálás 0., 7., 14. és 28. napja után a kezelt és ellenõrzõ talajmintákat megfelelõ oldószerrel extrahálni kell, és meg
kell határozni a kivonatokban lévõ nitrát mennyiségét. Ezt követõen történik a kezelt talajokban mért nitrátképzõdés ará-
nyának összehasonlítása a kontrollokban mérttel, valamint a kezelt és az ellenõrzõ talajminták közötti százalékos eltérés
kiszámítása. Minden vizsgálatot legalább 28 napig kell végezni. Ha a 28. napon a kezelt és nem kezelt talajok közötti kü-
lönbség 25% vagy annál nagyobb, a méréseket legfeljebb 100 napig folytatni kell. Ha nem mezõgazdasági vegyi anya-
gok vizsgálata történik, a vizsgálandó anyag egy sor különbözõ koncentrációját kell a talajmintákhoz adni, és 28 napos
inkubálás után meg kell mérni a kezelt és az ellenõrzõ mintákban képzõdött nitrát mennyiségét. A különféle koncentrá-
ciók alkalmazásával kapott vizsgálati eredményeket regressziós modell segítségével kell elemezni, majd ki kell számíta-
ni az ECx-értékeket (azaz az EC50-et, az EC25-öt és/vagy az EC10-et). Lásd a fogalommeghatározásokat.

1.5. A vizsgálat érvényessége

A mezõgazdasági vegyi anyagokkal kapott vizsgálati eredmények értékelése az ellenõrzõ és a kezelt talajminták nit-
ráttartalma közötti viszonylag kis különbségeken (azaz az átlag ± 25%-a) alapul, így az ellenõrzõ minták közötti nagy el-
térések hamis eredményekhez vezethetnek. A párhuzamos ellenõrzõ minták közötti eltérésnek ± 15%-nál kisebbnek kell
lennie.

1.6. A vizsgálati módszer leírása
1.6.1. Eszközök
Kémiailag inert anyagból készült vizsgálati edényeket kell használni. Ezeknek megfelelõ, a talajok inkubálására al-

kalmazott eljárással, például az ömlesztve inkubálással vagy egyedi talajminták sorozataként történõ inkubálásával
összhangban lévõ kapacitásúnak kell lenniük (lásd az 1.7.1.2. szakaszt). Ügyelni kell egyrészt a vízveszteség minimali-
zálására, másrészt a gázcsere lehetõvé tételére a vizsgálat során (például a vizsgálati edények perforált polietilén fóliával
fedhetõk le). Illékony anyagok vizsgálata esetén zárható és légmentesen záródó edényeket kell alkalmazni. Az edények-
nek olyan méretûnek kell lenniük, hogy a talajminta térfogatuk körülbelül egynegyedéig töltse fel õket.

Szabványos laboratóriumi eszközöket és ezen belül a következõket kell használni:
– keverõ berendezés: mechanikai rázógép vagy ezzel egyenértékû más berendezés;
– centrifuga (3000 g) vagy szûrõeszköz (nitrátmentes szûrõpapírral);
– a nitrátanalízishez megfelelõ érzékenységet és reprodukálhatóságot biztosító mûszer.
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1.6.2. A talajok kiválasztása és száma
Csak egyféle talaj használható. A javasolt talajjellemzõk a következõk:
– homoktartalom: legalább 50% és legfeljebb 75%;
– pH: 5,5–7,5;
– szervesszén-tartalom: 0,5–1,5%;
– meg kell mérni a mikrobiális biomasszát (8) (9), amelynek széntartalma a talaj teljes szervesszén-tartalmának leg-

alább 1%-a kell hogy legyen.
Az esetek többségében az ilyen jellemzõkkel rendelkezõ talaj a legrosszabb helyzetet reprezentálja, mivel minimális a

vizsgálandó vegyület adszorpciója, viszont maximális a hozzáférhetõsége a mikroflóra számára. Következésképpen ál-
talában nincs szükség más talajokkal végzett vizsgálatokra. Bizonyos körülmények között azonban, például amikor a
vizsgálandó anyag várható fõ felhasználási területe a különleges talajok, például a savanyú erdõtalajok vagy az elektro-
sztatikus töltéssel rendelkezõ vegyületek esetében is, szükség lehet egy másik talajtípus alkalmazására is.

1.6.3. A talajminták begyûjtése és tárolása
1.6.3.1. Gyûjtés
Részletes információkkal kell rendelkezni annak a szántóföldi területnek a történetérõl, ahonnan a vizsgálati talajmin-

ta begyûjtése történik. Ilyen részletek például a pontos hely, a növénytakaró, a növényvédõ szerekkel végzett kezelések
idõpontjai, a szerves és szervetlen trágyák alkalmazásai, a biológiai anyagok hozzáadása vagy a véletlen szennyezések.
A talajminták gyûjtéséhez olyan helyet kell választani, amely hosszú távon használható erre a célra. Megfelelõek például
az állandó legelõk, az évente gabonatermést (kivéve kukoricát) hozó területek vagy a zöldtrágyával sûrûn bevetett terü-
letek. Követelmény, hogy a kiválasztott mintagyûjtési helyet a mintagyûjtést megelõzõen legalább egy évig ne kezeljék
növényvédõ szerekkel. Továbbá legalább hat hónapig ne kapjon szerves trágyázást. Ásványi mûtrágya alkalmazása csak
akkor elfogadható, ha a haszonnövény igényeinek megfelelõen történik, és a mûtrágyázást követõen legalább három hó-
napig nem szabad talajmintákat venni. Kerülni kell az ismert biocid hatású mûtrágyákkal (pl. kalcium-ciánamiddal) ke-
zelt talajok alkalmazását.

Kerülni kell a mintavételt hosszú (30 napnál hosszabb) ideig tartó szárazság vagy elvizesedés esetén, illetve közvetle-
nül ilyen idõszakok után. Szántott talajok esetében a mintákat 0–20 cm mélységbõl kell venni. Legelõk vagy egyéb olyan
talajok esetében, amelyeket hosszú ideig (legalább egy vegetációs periódusig) nem szántanak fel, a mintavétel maximá-
lis mélysége 20 cm-nél kicsit több (pl. 25 cm) is lehet.

A talajmintákat olyan edényekben és olyan hõmérsékleti feltételek mellett kell elszállítani, amelyek garantálják, hogy
a talaj eredeti tulajdonságai nem módosulnak szignifikáns mértékben.

1.6.3.2. Tárolás
Legelõnyösebb a frissen gyûjtött talajok alkalmazása. Ha a laboratóriumi tárolás nem kerülhetõ el, a talajok sötétben,

4 ± 2 °C-on legfeljebb három hónapig tárolhatok. A talajok tárolása során aerob körülményeket kell biztosítani. Ha a ta-
lajminták begyûjtése olyan területeken történt, ahol a talaj az év legalább három hónapjában fagyott, szóba jöhet hat hó-
napos, mínusz 18 °C és mínusz 22 °C közötti hõmérsékleten való tárolás is. Minden egyes kísérlet elõtt meg kell mérni a
tárolt talajok mikrobiális biomasszáját, és a biomassza széntartalmának el kell érnie a talaj teljes szervesszén-tartalmá-
nak legalább 1%-át (lásd az 1.6.2. szakaszt).

1.6.4. A talaj kezelése és elõkészítése a vizsgálatra
1.6.4.1. Elõinkubálás
Tárolt talaj használata esetén (lásd az 1.6.3.2. szakaszt) ajánlatos 2-tõl 28 napig terjedõ elõinkubálást alkalmazni. Az

elõinkubálás során a talaj hõmérsékletének és nedvességtartalmának hasonlónak kell lennie a vizsgálat során alkalma-
zott hõmérséklethez és nedvességtartalomhoz (lásd az 1.6.4.2. és az 1.7.1.3. szakaszt).

1.6.4.2. Fizikai-kémiai tulajdonságok
A talajból manuálisan el kell távolítani a nagyobb tárgyakat (például köveket, növényi részeket stb.), majd a túlzott ki-

száradást kerülve a talajt nedvesen át kell szitálni úgy, hogy a részecskeméret legfeljebb 2 mm legyen. A talajminta ned-
vességtartalmát desztillált vagy ioncserélt vízzel a maximális víztartó képesség 40–60%-ára kell beállítani.

1.6.4.3. Szerves szubsztráttal történõ javítás
A talajt megfelelõ szerves szubsztráttal, például 12:1 és 16:1 közötti C:N arányú, porított zöldlucernafû-liszttel (fõ

összetevõ: Medicago sativa) fel kell javítani. A javasolt lucerna-talaj arány 5 g lucerna per 1 kilogramm száraztalaj.
1.6.5. A vizsgálandó anyag elõkészítése a talajon történõ alkalmazáshoz
A vizsgálandó anyagot általában hordozó segítségével kell alkalmazni. A hordozó lehet víz (vízben oldható anyagok

esetében) vagy valamely inert szilárd anyag, így például finom kvarchomok (részecskeméret: 0,1–0,5 mm). Kerülni kell
a víztõl eltérõ folyékony hordozók (például szerves oldószerek, így például aceton, kloroform) alkalmazását, mivel ezek
károsíthatják a mikroflórát. Ha hordozóként homokot használunk, a homok be is vonható a megfelelõ oldószerben felol-
dott vagy szuszpendált vizsgálandó anyaggal. Ilyen esetekben az oldószert a talajba való bekeverés elõtt el kell párolog-
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tatni. Ahhoz, hogy a vizsgálandó anyag optimális módon oszoljon szét a talajban, a következõ arány ajánlott: 10 g homok
per 1 kilogramm száraztalaj. Az ellenõrzõ mintákat ugyanilyen mennyiségû vízzel és/vagy kvarchomokkal kell kezelni.

Illékony vegyületek vizsgálata esetén, amennyire lehet, kerülni kell a kezelés közbeni veszteséget, valamint a vegyü-
let talajban való homogén eloszlásának biztosítására is törekedni kell (például a vizsgálandó anyagot több helyen is be
kell injektálni a talajba).

1.6.6. Vizsgálati koncentrációk
Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén legalább két koncentrációt kell alkalmazni. Az alacsonyabb koncent-

rációnak legalább a gyakorlatban a talajba várhatóan bejutó legnagyobb mennyiségnek kell megfelelnie, a magasabb
koncentrációnak pedig az alacsonyabb koncentráció valamely többszörösének kell lennie. A talajhoz adott vizsgálandó
anyag koncentrációját 5 cm-es mélységig egyenletes beépülést és 1,5 g/cm3-es talajtérfogat-sûrûséget feltételezve kell
kiszámolni. A közvetlenül a talajra kihordott mezõgazdasági vegyi anyagok vagy az olyan vegyületek esetében, ame-
lyeknek a talajba bejutó mennyisége elõre jelezhetõ, az ajánlott vizsgálati koncentrációk a következõk: a maximális be-
csült környezeti koncentráció (PEC) és ennek ötszöröse. Azoknak az anyagoknak az esetében, amelyeket egy idényben
várhatóan több alkalommal is kihordanak a talajokra, a vizsgálathoz alkalmazandó koncentráció a PEC-értéknek a ki-
hordások maximálisan várható számával történõ megszorzásával számítható ki. A vizsgált magasabb koncentrációnak
azonban nem szabad meghaladnia az egyszeri maximális alkalmazási arány tízszeresét. Nem mezõgazdasági vegyi anya-
gok vizsgálata esetén legalább öt, mértani sort alkotó koncentrációt kell alkalmazni. A vizsgált koncentrációknak le kell
fedniük az ECx-értékek meghatározásához szükséges tartományt.

1.7. A vizsgálat végrehajtása
1.7.1. Az expozíció körülményei
1.7.1.1. Kezelés és kontroll
Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén a talajt három, egyenlõ tömegû részre kell osztani. Két részlethez a

terméket is tartalmazó hordozót kell keverni, a harmadikhoz pedig csak hordozót (kontroll). Ajánlatos a kezelt és nem
kezelt talajokat is legalább három másolati mintában vizsgálni. Nem mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén a
talajt hat, egyenlõ tömegû részletre kell osztani. Öthöz a vizsgálandó anyagot is tartalmazó hordozót kell keverni, a hato-
dikhoz pedig csak hordozót. A kezeléseket és az ellenõrzõ kísérleteket is ajánlatos legalább három másolati mintában vé-
gezni. Vigyázni kell arra, hogy az anyag homogén módon legyen eloszlatva a kezelt talajmintákban. A bekeverés során
el kell kerülni a talaj tömörödését vagy összecsomósodását.

1.7.1.2. A talajminták inkubálása
A talajminták inkubálása kétféle módon történhet: az egyes kezelt és nem kezelt talajokból vagy ömlesztett mintákat

kell készíteni, vagy egy sor önálló és egyforma méretû részmintát. Illékony vegyületek vizsgálata esetén azonban a vizs-
gálatot csak egy önálló részmintákból álló sorozattal kell elvégezni. A talajok ömlesztve történõ inkubálása esetén min-
den kezelt és nem kezelt talajt nagy mennyiségben kell elkészíteni, és a vizsgálat során szükség szerint ezekbõl kell rész-
mintákat venni a különféle analízisekhez. Az, hogy kiindulásképpen milyen mennyiséget kell készíteni az egyes kezelé-
sekhez és ellenõrzõ vizsgálatokhoz, függ a részminták méretétõl, az analízishez használt másolati minták számától, vala-
mint a mintavételek várható maximális számától. A részminták vétele elõtt az ömlesztve inkubált talajokat alaposan
össze kell keverni. Ha a talajok inkubálása önálló részminták sorozataként történik, az egyes kezelt és nem kezelt öm-
lesztett talajmintákat a szükséges számú részmintára kell felosztani, amelyeket azután igény szerint kell felhasználni.
Olyan kísérleteknél, amikor várhatóan több mint két alkalommal kell majd mintát venni, elegendõ számú részmintát kell
készíteni ahhoz, hogy azokból minden másolati mintára és mintavételi alkalomra jusson. A teszttalajokat legalább három
másolati mintában kell aerob körülmények között inkubálni (lásd az 1.7.1.1. szakaszt). Minden egyes vizsgálat során
megfelelõ gõztérrel rendelkezõ edényeket kell használni annak érdekében, hogy ne alakuljanak ki anaerob körülmények.
Illékony anyagok vizsgálata esetén a vizsgálatot csak egy önálló részmintákból álló sorozattal kell elvégezni.

1.7.1.3. A kísérlet körülményei és idõtartama
A vizsgálatot sötétben, 20 ± 2 °C-os szobahõmérsékleten kell elvégezni. A talajmintákat a vizsgálat idõtartama alatt a

talaj maximális víztartó kapacitásának 40 és 60 százaléka közötti értéken kell tartani (lásd az 1.6.4.2. szakaszt) ± 5%-os
eltéréssel. Szükség esetén desztillált vagy ioncserélt víz adható a mintákhoz.

A vizsgálat minimális idõtartama 28 nap. Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén össze kell hasonlítani a ke-
zelt és az ellenõrzõ mintákban mért nitrátképzõdési sebességet. Ha a 28. napon ezek több mint 25%-kal eltérnek egymás-
tól, a vizsgálatot addig kell folytatni, amíg a különbség 25%-ra vagy az alá nem csökken, vagy legfeljebb 100 napig, ha
az a korábbi idõpont. A nem mezõgazdasági vegyi anyagok esetében a vizsgálat a 28 nap után véget ér. A 28. napon meg
kell határozni a kezelt és az ellenõrzõ talajminták nitráttartalmát, és ki kell számítani az EC x-értékeket.
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1.7.2. Mintavétel és a talajok elemzése
1.7.2.1. Talajminta-vételi program
Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén a 0., 7., 14. és 28. napon meg kell mérni a talajminták nitráttartalmát.

Ha hosszabb idõtartamú vizsgálatot kell végezni, a nitráttartalom-méréseket a 28. nap után 14 naponta kell végezni.
Nem mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén legalább öt vizsgálati koncentrációt kell alkalmazni, és a talaj-

minták nitráttartalmát az expozíciós idõszak kezdetén (0. nap) és végén (28. nap) kell megmérni. Szükség esetén be lehet
iktatni egy köztes mérést is, például a 7. napon. A 28. napon kapott adatok segítségével meg kell határozni a vegyület
ECx-értékeit. Szükség esetén a talaj kiindulási nitráttartalmának megadására a 0. napon az ellenõrzõ mintákban mért ada-
tokat lehet felhasználni.

1.7.2.2. A talajminták analízise
Minden mintavételi idõpontban meg kell határozni az egyes kezelt és ellenõrzõ másolati mintákban keletkezett nitrát

mennyiségét. A nitrát kinyerése a talajból úgy történik, hogy a mintákat egy extrakciós oldószerrel, például 0,1 M ká-
lium-klorid oldattal rázatni kell. A javasolt arány 5 ml KCl-oldat 1 gramm talajszárazsúly-egyenértékre. Az extrahálás
optimalizálásra érdekében a talajmintát és az extrakciós oldatot tartalmazó edények legfeljebb félig lehetnek. Az elegye-
ket 60 percig 150 rpm fordulatszámon kell rázatni. Ezt követõen az elegyeket centrifugálni vagy szûrni kell, és a folya-
dékfázisban kell meghatározni a nitrát mennyiségét. A részecskementes folyékony kivonatok az analízist megelõzõen
mínusz 20 ± 5 °C-on legfeljebb hat hónapig tárolhatók.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Mezõgazdasági vegyi anyagokkal végzett vizsgálat esetén le kell jegyezni az egyes másolati talajmintákban képzõ-
dött nitrát mennyiségét, és a másolati minták átlagát táblázatos formában kell megadni. A nitrogénátalakítási arányokat
megfelelõ és általánosan elfogadott statisztikai módszerekkel (például F-teszt, 5%-os szignifikanciaszint) kell kiértékel-
ni. A képzõdött nitrát mennyiségét mg nitrát/kg talaj (szárazsúly)/nap egységekben kell kifejezni. Az egyes kezeléseknél
mért nitrátképzõdési sebességeket össze kell hasonlítani az ellenõrzõ mintában mérttel, és ki kell számítani az ellenõrzõ
mintától való százalékos eltérést.

Nem mezõgazdasági vegyi anyagokkal végzett vizsgálat esetén meg kell határozni az egyes másolati mintákban kép-
zõdött nitrát mennyiségét, és dózis-válasz görbét kell felvenni az ECx-értékek becsléséhez. A kezelt minták 28 nap után
mért nitráttartalmát [mg nitrát/kg talaj (szárazsúly)] össze kell hasonlítani az ellenõrzõ mintákban mérttel. Ezekbõl az
adatokból ki kell számítani az egyes vizsgálati koncentrációkra vonatkozó %-os gátlási értékeket.

A százalékos értékeket a koncentráció függvényében kell ábrázolni, majd statisztikai eljárások alkalmazásával ki kell
számítani az ECx-értékeket. A számított ECx-értékek konfidenciahatárát (p = 0,95) is a szabványos eljárások segítségével
kell meghatározni (10) (11) (12).

A nagy mennyiségû nitrogént tartalmazó vizsgálandó anyagok növelhetik a vizsgálat során képzõdött nitrát mennyi-
ségét. Ha magas koncentrációban történik az ilyen anyagok (azaz olyan vegyi anyagok, amelyek várhatóan ismételt ki-
hordással kerülnek felhasználásra) vizsgálata, gondoskodni kell a megfelelõ ellenõrzõ mintákról (talaj plusz vizsgálandó
anyag, növényi liszt hozzáadása nélkül). Az ilyen ellenõrzõ mintákból származó adatokat is figyelembe kell venni az
ECx-értékek számításakor.

2.2. Az eredmények értelmezése

Ha a mezõgazdasági vegyi anyagokkal végzett vizsgálatok eredményeinek értékelésekor az alacsonyabb koncentrációjú
kezeléssel (azaz a maximális becsült koncentrációval) és az ellenõrzõ mintákkal kapott nitrátképzõdési arányok különbsége
a 28. nap utáni mintavételi idõpontok valamelyikénél nem haladja meg a 25%-ot, azt a következtetést kell levonni, hogy a
terméknek nincs hosszú távú hatása a talajokban zajló nitrogénátalakításra. A nem mezõgazdasági vegyi anyagokkal végzett
vizsgálatok esetében a vegyületek értékeléséhez az EC50-, EC25- és/vagy EC10-értékeket kell használni.

3. JELENTÉS

A vizsgálati jelentésnek a következõ információkat kell tartalmaznia:
a talaj teljes körû azonosítása, ezen belül:
– a terület földrajzi meghatározása (földrajzi hosszúság és szélesség);
– a terület történetével kapcsolatos információk (növénytakaró, növényvédõ szerekkel való kezelés, mûtrágyázás,

véletlen szennyezések stb.);
– földhasználat (például mezõgazdasági talaj, erdõ stb.);
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– a mintavétel mélysége (cm);
– homok-/iszap-/agyagtartalom (% szárazsúly);
– pH (vízben);
– szervesszén-tartalom (% szárazsúly);
– nitrogéntartalom (% szárazsúly);
– kiindulási nitrátkoncentráció (mg nitrát/kg szárazsúly);
– kationcserélõ kapacitás (mmol/kg);
– mikrobiális biomassza a teljes szervesszén-tartalom százalékában kifejezve;
– hivatkozások az egyes paraméterek meghatározásához alkalmazott módszerekre;
– a talajminták gyûjtésével és tárolásával kapcsolatos minden információ;
– adott esetben a talaj elõinkubálásával kapcsolatos részletek.
Vizsgálandó anyag:
– fizikai jelleg és adott esetben fizikai-kémiai tulajdonságok;
– kémiai azonosító adatok, és ezen belül adott esetben a szerkezeti képlet, tisztaság (növényvédõ szerek esetében az

aktív összetevõ százalékos aránya), nitrogéntartalom.
Szubsztrát:
– a szubsztrát származása;
– összetétel (lucernaliszt, zöldlucernafû-liszt);
– szén- és nitrogéntartalom (% szárazsúly);
– szitaméret (mm).
Vizsgálati körülmények:
– a talaj szerves szubsztráttal való javításának részletei;
– a vizsgálandó vegyi anyag alkalmazott koncentrációinak száma és adott esetben a koncentrációk megválasztásának

indoklása;
– a vizsgálandó anyag talajon való alkalmazásának részletei;
– inkubálási hõmérséklet;
– a talaj nedvességtartalma a vizsgálat kezdetén és a vizsgálat alatt;
– az alkalmazott talajinkubálási módszer (ömlesztett minták vagy önálló részminták sorozata);
– másolati minták száma;
– mintavételi idõpontok;
– a talaj nitráttartalmának extrahálására alkalmazott módszer;

eredmények:
– a nitrátmeghatározáshoz alkalmazott analitikai eljárás és berendezés;
– táblázatos formában megadott adatok, ezen belül a nitrátmérések egyedi és átlagértékei;
– a másolati minták közötti eltérések a kezelt és ellenõrzõ mintákban;
– adott esetben a számításoknál alkalmazott korrekciók magyarázata;
– az egyes mintavételi idõpontokban mért nitrátképzõdési sebességek százalékos eltérése vagy adott esetben a 95 szá-

zalékos konfidenciahatárral meghatározott EC50-érték, a többi ECx-érték (az EC25 vagy az EC10) konfidencia-intervallu-
mokkal, és a dózis-válasz görbe grafikonja;

– az eredmények statisztikai kezelése;
– az eredmények értelmezését segítõ minden információ és megfigyelés.
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C.22. TALAJLAKÓ MIKROORGANIZMUSOK: SZÉNÁTALAKÍTÁSI VIZSGÁLAT

1. MÓDSZER

Ez a módszer az OECD TG 217 (2000) módszer megfelelõje.

1.1. Bevezetés

Ez a vizsgálati módszer egy olyan laboratóriumi módszert ismertet, amelynek célja annak vizsgálata, hogy a növény-
védõ szerek és esetleg más vegyi anyagok egyszeri expozíció esetén milyen potenciális hosszú távú hatásokat gyakorol-
nak a talajlakó mikroorganizmusok szénátalakítási aktivitására. A vizsgálat elsõsorban az Európai és Földközi-tenger
Melléki Növényvédelmi Szervezet ajánlásain alapul (1). Azonban más iránymutatásokat, ezen belül a German Biolo-
gische Bundesanstalt (2), az Egyesült Államok Környezetvédelmi Hivatala (3) és a SETAC (4) iránymutatásait is figye-
lembe vettünk. Az 1995-ben az olaszországi Belgirateban megrendezett, a talajok/üledékek kiválasztásával kapcsolatos
OECD-munkaértekezleten (5) megegyezés született az e vizsgálatban alkalmazandó talajok számáról és típusáról. A ta-
lajminták gyûjtésérõl, kezelésérõl és tárolásáról szóló ajánlások egy ISO Útmutatón (6) és a belgiratei munkaértekezlet
ajánlásain alapulnak.

A vizsgálandó anyagok toxikus jellemzõinek meghatározása és értékelése során szükség lehet a talaj mikrobiális akti-
vitására gyakorolt hatások meghatározására, például olyan esetben, ha adatokra van szükség a növényvédõ szereknek a
talaj mikroflórájára gyakorolt esetleges mellékhatásaival kapcsolatban, vagy ha a talajlakó mikroorganizmusoknak nö-
vényvédõ szerektõl eltérõ vegyületekkel szembeni expozíciója várható. A szénátalakítási vizsgálat végrehajtásának cél-
ja az ilyen vegyületeknek a talaj mikroflórájára gyakorolt hatásainak meghatározása. Amennyiben mezõgazdasági vegyi
anyagok (pl. növényvédõ szerek, mûtrágyák, erdészeti vegyi anyagok) vizsgálatáról van szó, mind a szénátalakítási,
mind a nitrogénátalakítási vizsgálatot el kell végezni. Ha nem mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata történik, elég a
nitrogénátalakítási vizsgálatot elvégezni. Ha azonban a nitrogénátalakítási vizsgálat az ilyen vegyületek esetében olyan
EC50-értékeket eredményez, amelyek a kereskedelmi forgalomban kapható nitrifikációgátló szerek (pl. nitrapirin) eseté-
ben tapasztalt tartományba esik, további információk gyûjtése érdekében a szénátalakítási vizsgálatot is el lehet végezni.

A talajok élõ és élettelen komponensekbõl épülnek fel, amelyek komplex és heterogén elegyek formájában léteznek.
A mikroorganizmusok számos fajjal fontos szerepet játszanak a termõtalajok szervesanyag-tartalmának lebontásában és
átalakításában, hozzájárulva a talajok termékenységének különféle aspektusaihoz. Az ilyen biokémiai folyamatokat
megzavaró hosszú távú hatások potenciálisan megzavarhatják a tápanyag-körforgalmat, ami megváltoztathatja a talaj
termékenységét. Szén- és nitrogénátalakítás minden termõtalajban folyik. Bár az e folyamatokért felelõs mikrobaközös-
ségek talajonként eltérõek, az átalakítási útvonalak lényegében azonosak.

Ennek a vizsgálati módszernek a célja valamely anyagnak az aerob feltalajokban zajló szénátalakítási folyamatra gya-
korolt hosszú távú káros hatásainak kimutatása. A vizsgálati módszer érzékeny a szénátalakításért felelõs mikrobaközös-
ségek méretében és aktivitásában bekövetkezõ változásokra, mivel ez kémiai stresszt és szénéhezést okoz ezekben a kö-
zösségekben. A vizsgálathoz alacsony szervesanyag-tartalmú homokos talajt kell használni. Ezt a talajt kezelni kell a
vizsgálandó anyaggal, majd gyors mikrobiális anyagcserét biztosító körülmények között inkubálni kell. Ilyen körülmé-
nyek között hamar kimerülnek a talaj könnyen hozzáférhetõ szénforrásai. Ez szénéhezést okoz, ami elpusztítja a mikro-
bákat és egyben nyugalmi állapotot és/vagy spóraképzést idéz elõ. Ha a vizsgálat több mint 28 napig tart, e reakciók
összessége a kontroll- (kezeletlen) talajokban a metabolikusan aktív mikrobiális biomassza progresszív elvesztéseként
mérhetõ (7). Ha valamely vegyi anyag jelenléte a vizsgálat körülményei között befolyást gyakorol a szénstresszelt talaj-

86 M A G Y A R K Ö Z L Ö N Y 2005/154/II. szám



ban található biomasszára, akkor a biomassza nem tud visszatérni ugyanarra a szintre, mint a kontrolltalajokban. A vizs-
gálandó anyag által a vizsgálat során bármikor elõidézett zavaró hatás tehát gyakran egészen a vizsgálat végéig fenn-
marad.

Azokat a teszteket, amelyekbõl ezt a vizsgálati módszert kifejlesztették, elsõsorban olyan anyagokhoz dolgozták ki,
amelyek esetében elõre jelezhetõ a talajba kerülõ mennyiség. Ez a helyzet például a növényvédõ szerek esetében, ame-
lyeknél ismert a szántóföldi alkalmazás mértéke. A mezõgazdasági vegyi anyagok esetében elegendõ két, a várt vagy be-
csült alkalmazási mérték szempontjából releváns dózist alkalmazni. A mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálhatók aktív
összetevõként (a.ö.) vagy formulázott termékként is. A vizsgálat azonban nem korlátozódik kizárólag a megbecsülhetõ
környezeti koncentrációval rendelkezõ anyagokra. Mind a vizsgálandó anyagnak a talajban alkalmazott mennyiségét,
mind az adatok kiértékelésének módját módosítva, a vizsgálat mezõgazdasági vegyi anyagoktól eltérõ vegyületekre is
alkalmazható, amelyek esetében nem ismert a talajba várhatóan bejutó mennyiség. A nem mezõgazdasági vegyi anyagok
esetében tehát egy sor koncentrációnál meg kell határozni a szénátalakításra gyakorolt hatásokat. Az ilyen vizs-
gálatokkal kapott adatok dózis-válasz görbék elkészítésére és ECx-értékek számítására használhatók fel, ahol x jelentése
% hatás.

1.2. Fogalommeghatározások

»Szénátalakítás«: szerves anyagok mikroorganizmusok által végzett lebontása a megfelelõ szervetlen végtermékké,
azaz szén-dioxiddá.

»ECx (hatásos koncentráció)«: a vizsgálandó anyag olyan talajbeli koncentrációja, amely x %-osan gátolja a szén
szén-dioxiddá alakulását.

»EC50 (közepes hatásos koncentráció)«: a vizsgálandó anyag olyan talajbeli koncentrációja, amely 50 százalékosan
(50%-osan) gátolja a szén szén-dioxiddá alakulását.

1.3. Referenciaanyagok

Nincs.

1.4. A vizsgálati módszer elve

Az átszitált talajt a vizsgálandó anyaggal kell kezelni, vagy kezeletlenül kell hagyni (kontroll). Mezõgazdasági vegyi
anyagok vizsgálata esetén minimálisan két vizsgálati koncentráció alkalmazása ajánlott, amelyeket a szántóföldeken
várható legmagasabb koncentráció függvényében kell megválasztani. Az inkubálás 0., 7., 14. és 28. napja után a kezelt
és az ellenõrzõ talajmintákhoz glükózt kell keverni, majd 12 órán át folyamatosan mérni kell a glükózindukált légzési se-
bességet. A légzési sebességet a felszabaduló szén-dioxidban (mg szén-dioxid/kg száraz talaj/óra) vagy az elfogyasztott
oxigénben (mg oxigén/kg talaj/óra) kell kifejezni. A kezelt talajokban mért közepes légzési rátát össze kell hasonlítani az
ellenõrzõ minta esetében mérttel, majd ki kell számítani a kezelt és az ellenõrzõ talajminták közötti százalékos eltérést.
Minden vizsgálatot legalább 28 napig kell végezni. Ha a 28. napon a kezelt és nem kezelt talajok közötti különbség 25%
vagy annál nagyobb, a méréseket 14 napos intervallumokban, legfeljebb 100 napos idõtartamig folytatni kell. Ha nem
mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata történik, a vizsgálandó anyag egy sor különbözõ koncentrációját kell a talaj-
mintákhoz adni, és 28 nap után meg kell mérni a kezelt és az ellenõrzõ mintákban a glükózindukált légzési sebességeket
(azaz a képzõdõ szén-dioxid vagy az elfogyasztott oxigén átlagos mennyiségét). A különbözõ koncentrációk alkalmazá-
sával kapott vizsgálati eredményeket regressziós modell segítségével kell elemezni, majd ki kell számítani az ECx-érté-
keket (azaz az EC50-et, az EC25-öt és/vagy az EC10-et). Lásd a fogalommeghatározásokat.

1.5. A vizsgálat érvényessége

A mezõgazdasági vegyi anyagokkal kapott vizsgálati eredmények értékelése az ellenõrzõ és a kezelt talajmintákban
felszabaduló szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén közötti viszonylag kis különbségeken (azaz az átlag ± 25%-a) ala-
pul, így az ellenõrzõ minták közötti nagy eltérések hamis eredményekhez vezethetnek. A párhuzamos ellenõrzõ minták
közötti eltérésnek ± 15%-nál kisebbnek kell lennie.

1.6. A vizsgálati módszer leírása
1.6.1. Eszközök
Kémiailag inert anyagból készült vizsgálati edényeket kell használni. Ezeknek megfelelõ, a talajok inkubálására al-

kalmazott eljárással, például az ömlesztve inkubálással vagy egyedi talajminták sorozataként történõ inkubálással meg-
felelõ összhangban lévõ kapacitásúnak kell lenniük (lásd az 1.7.1.2. szakaszt). Ügyelni kell egyrészrõl a vízveszteség
minimalizálására, másrészrõl a gázcsere lehetõvé tételére a vizsgálat során (például a vizsgálati edények perforált poli-
etilén fóliával fedhetõk le). Illékony anyagok vizsgálata esetén zárható és légmentesen záródó edényeket kell alkalmaz-
ni. Az edényeknek olyan méretûnek kell lenniük, hogy a talajminta térfogatuk körülbelül egynegyedéig töltse fel õket.
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A glükózindukált légzés meghatározásához inkubáló-rendszerekre és a szén-dioxid termelés vagy az oxigénfogyasz-
tás mérésére alkalmas mûszerekre van szükség. Ilyen rendszerekre és mûszerekre példák a (8) (9) (10) és (11) hivatko-
zásban találhatók.

1.6.2. A talajok kiválasztása és száma
Csak egyféle talaj használható. A javasolt talajjellemzõk a következõk:
– homoktartalom: legalább 50% és legfeljebb 75%;
– pH: 5,5–7,5;
– szervesszén-tartalom: 0,5–1,5%;
– meg kell mérni a mikrobiális biomasszát (12) (13), amelynek széntartalma a talaj teljes szervesszén-tartalmának

legalább 1%-a kell hogy legyen.
Az esetek többségében az ilyen jellemzõkkel rendelkezõ talaj a legrosszabb helyzetet reprezentálja, mivel minimális a

vizsgálandó vegyület adszorpciója, viszont maximális a hozzáférhetõsége a mikroflóra számára. Következésképpen ál-
talában nincs szükség más talajokkal végzett vizsgálatokra. Bizonyos körülmények között azonban, például amikor a
vizsgálandó anyag várható fõ felhasználási területe a különleges talajok, például a savanyú erdõtalajok vagy az elektro-
sztatikus töltéssel rendelkezõ vegyületek esetében is, szükség lehet ennek egy másik talajtípussal való helyettesítésre.

1.6.3. A talajminták begyûjtése és tárolása
1.6.3.1. Gyûjtés
Részletes információkkal kell rendelkezni annak a szántóföldi területnek a történetérõl, ahonnan a vizsgálati talajmin-

ta begyûjtése történik. Ilyen részletek például a pontos hely, a növénytakaró, a növényvédõ szerekkel végzett kezelések
idõpontjai, a szerves és szervetlen trágyák alkalmazásai, a biológiai anyagok hozzáadása vagy a véletlen szennyezések.
A talajminták gyûjtéshez olyan helyet kell választani, amely hosszú távon használható erre a célra. Megfelelõek például
az állandó legelõk, az évente gabonatermést (kivéve kukoricát) hozó területek vagy a zöldtrágyával sûrûn bevetett terü-
letek. Követelmény, hogy a kiválasztott mintagyûjtési helyet a mintagyûjtést megelõzõen legalább egy évig ne kezeljék
növényvédõ szerekkel. Továbbá legalább hat hónapig ne kapjon szerves trágyázást. Ásványi mûtrágya alkalmazása csak
akkor elfogadható, ha a haszonnövény igényeinek megfelelõen történik, és a mûtrágyázást követõen legalább három hó-
napig nem szabad talajmintákat venni. Kerülni kell az ismert biocid hatású mûtrágyákkal (pl. kalcium-ciánamiddal) ke-
zelt talajok alkalmazását.

Kerülni kell a mintavételt hosszú (30 napnál hosszabb) ideig tartó szárazság vagy elvizesedés esetén, illetve közvetle-
nül ilyen idõszakok után. Szántott talajok esetében a mintákat 0–20 cm mélységbõl kell venni. Legelõk vagy egyéb olyan
talajok esetében, amelyeket hosszú ideig (legalább egy vegetációs periódusig) nem szántanak fel, a mintavétel maximá-
lis mélysége 20 cm-nél kicsit több (pl. 25 cm) is lehet. A talajmintákat olyan edényekben és olyan hõmérsékleti feltételek
mellett kell elszállítani, amelyek garantálják, hogy a talaj eredeti tulajdonságai nem módosulnak szignifikáns mértékben.

1.6.3.2. Tárolás
Legelõnyösebb a frissen gyûjtött talajok alkalmazása. Ha a laboratóriumi tárolás nem kerülhetõ el, a talajok sötétben,

4 ± 2 °C-on legfeljebb három hónapig tárolhatók. A talajok tárolása során aerob körülményeket kell biztosítani. Ha a ta-
lajminták begyûjtése olyan területeken történt, ahol a talaj az év legalább három hónapjában fagyott, szóba jöhet hat hó-
napos, mínusz 18 °C hõmérsékleten való tárolás is. Minden egyes kísérlet elõtt meg kell mérni a tárolt talajok mikrobiális
biomasszáját, és a biomassza széntartalmának el kell érnie a talaj teljes szervesszén-tartalmának legalább 1%-át (lásd az
1.6.2. szakaszt).

1.6.4. A talaj kezelése és elõkészítése a vizsgálatra
1.6.4.1. Elõinkubálás
Tárolt talaj használata esetén (lásd az 1.6.4.2. és az 1.7.1.3. szakaszt) ajánlatos 2-tõl 28 napig terjedõ elõinkubálást al-

kalmazni. Az elõinkubálás során a talaj hõmérsékletének és nedvességtartalmának hasonlónak kell lennie a vizsgálat so-
rán alkalmazott hõmérséklethez és nedvességtartalomhoz (lásd az 1.6.4.2. és az 1.7.1.3. szakaszt).

1.6.4.2. Fizikai-kémiai tulajdonságok
A talajból manuálisan el kell távolítani a nagyobb tárgyakat (például köveket, növényi részeket stb.), majd a túlzott ki-

száradást kerülve a talajt nedvesen át kell szitálni úgy, hogy a részecskeméret legfeljebb 2 mm legyen. A talajminta ned-
vességtartalmát desztillált vagy ioncserélt vízzel a maximális víztartó képesség 40–60%-ára kell beállítani.

1.6.5. A vizsgálandó anyag elõkészítése a talajon történõ alkalmazáshoz
A vizsgálandó anyagot általában hordozó segítségével kell alkalmazni. A hordozó lehet víz (vízben oldható anyagok

esetében) vagy valamely inert szilárd anyag, így például finom kvarchomok (részecskeméret: 0,1–0,5 mm). Kerülni kell
a víztõl eltérõ folyékony hordozók (például szerves oldószerek, így például aceton, kloroform) alkalmazását, mivel ezek
károsíthatják a mikroflórát. Ha hordozóként homokot használunk, a homok be is vonható a megfelelõ oldószerben felol-
dott vagy szuszpendált vizsgálandó anyaggal. Ilyen esetekben az oldószert a talajba való bekeverés elõtt el kell párolog-
tatni. Ahhoz, hogy a vizsgálandó anyag optimális módon oszoljon szét a talajban, a következõ arány ajánlott: 10 g homok
per 1 kilogramm száraztalaj. Az ellenõrzõ mintákat ugyanilyen mennyiségû vízzel és/vagy kvarchomokkal kell kezelni.
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Illékony vegyületek vizsgálata esetén kerülni kell a kezelés közbeni veszteséget, valamint a vegyület talajban való
homogén eloszlásának biztosítására is törekedni kell (például a vizsgálandó anyagot több helyen is be kell injektálni a
talajba).

1.6.6. Vizsgálati koncentrációk
Növényvédõ szerek és egyéb, megbecsülhetõ környezeti koncentrációval rendelkezõ vegyületek vizsgálata esetén

legalább két koncentrációt kell alkalmazni. Az alacsonyabb koncentrációnak legalább a gyakorlatban a talajba várhatóan
bejutó legnagyobb mennyiségnek kell megfelelnie, a magasabb koncentrációnak pedig az alacsonyabb koncentráció va-
lamely többszörösének kell lennie. A talajhoz adott vizsgálandó anyag koncentrációját 5 cm-es mélységig egyenletes be-
épülést és 1,5 g/cm3-es talajtérfogat-sûrûséget feltételezve kell kiszámolni. A közvetlenül a talajra kihordott mezõgazda-
sági vegyi anyagok vagy az olyan vegyületek esetében, amelyeknek a talajba bejutó mennyisége elõre jelezhetõ, az aján-
lott vizsgálati koncentrációk a következõk: a megbecsülhetõ környezeti koncentráció (PEC) és ennek ötszöröse. Azok-
nak az anyagoknak az esetében, amelyeket egy idényben várhatóan több alkalommal is kihordanak a talajokra, a vizsgá-
lathoz alkalmazandó koncentráció a PEC-értéknek a kihordások maximálisan várható számával történõ megszorzásával
számítható ki. A vizsgált magasabb koncentrációnak azonban nem szabad meghaladnia az egyszeri maximális alkalma-
zási arány tízszeresét.

Nem mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén legalább öt, mértani sort alkotó koncentrációt kell alkalmazni.
A vizsgált koncentrációknak le kell fedniük az ECx-értékek meghatározásához szükséges tartományt.

1.7. A vizsgálat végrehajtása
1.7.1. Az expozíció körülményei
1.7.1.1. Kezelés és kontroll
Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén a talajt három, egyenlõ tömegû részre kell osztani. Két részlethez a

terméket is tartalmazó hordozót kell keverni, a harmadikhoz pedig csak hordozót (kontroll). Ajánlatos a kezelt és nem
kezelt talajokat is legalább három másolati mintában vizsgálni. Nem mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén a
talajt hat, egyenlõ tömegû részletre kell osztani. Öthöz a vizsgálandó anyagot is tartalmazó hordozót kell keverni, a hato-
dikhoz pedig csak hordozót. A kezeléseket és az ellenõrzõ kísérleteket is ajánlatos legalább három másolati mintában vé-
gezni. Vigyázni kell arra, hogy az anyag homogén módon legyen eloszlatva a kezelt talajmintákban. A bekeverés során
el kell kerülni a talaj tömörödését vagy összecsomósodását.

1.7.1.2. A talajminták inkubálása
A talajminták inkubálása kétféle módon történhet: az egyes kezelt és nem kezelt talajokból vagy ömlesztett mintákat

kell készíteni, vagy egy sor önálló és egyforma méretû részmintát. Illékony vegyületek vizsgálata esetén azonban a vizs-
gálatot csak egy önálló részmintákból álló sorozattal kell elvégezni. A talajok ömlesztve történõ inkubálása esetén min-
den kezelt és nem kezelt talajt nagy mennyiségben kell elkészíteni, és a vizsgálat során szükség szerint ezekbõl kell rész-
mintákat venni a különféle analízisekhez. Az, hogy kiindulásképpen milyen mennyiséget kell készíteni az egyes kezelé-
sekhez és ellenõrzõ vizsgálatokhoz, függ a részminták méretétõl, az analízishez használt másolati minták számától, vala-
mint a mintavételek várható maximális számától. A részminták vétele elõtt az ömlesztve inkubált talajokat alaposan
össze kell keverni. Ha a talajok inkubálása önálló részminták sorozataként történik, az egyes kezelt és nem kezelt öm-
lesztett talajmintákat a szükséges számú részmintára kell felosztani, amelyeket azután igény szerint kell felhasználni.
Olyan kísérleteknél, amikor várhatóan több mint két alkalommal kell majd mintát venni, elegendõ számú részmintát kell
készíteni ahhoz, hogy azokból minden másolati mintára és mintavételi alkalomra jusson. A teszttalajokat legalább három
másolati mintában kell aerob körülmények között inkubálni (lásd az 1.7.1.1. szakaszt). Minden egyes vizsgálat során
megfelelõ gõztérrel rendelkezõ edényeket kell használni annak érdekében, hogy ne alakuljanak ki anaerob körülmények.
Illékony anyagok vizsgálata esetén a vizsgálatot csak egy önálló részmintákból álló sorozattal kell elvégezni.

1.7.1.3. A kísérlet körülményei és idõtartama
A vizsgálatot sötétben, 20 ± 2 °C-os szobahõmérsékleten kell elvégezni. A talajmintákat a vizsgálat idõtartama alatt a

talaj maximális víztartó kapacitásának 40 és 60 százaléka közötti értéken kell tartani (lásd az 1.6.4.2. szakaszt) ± 5%-os
eltéréssel. Szükség esetén desztillált vagy ioncserélt víz adható a mintákhoz.

A vizsgálat minimális idõtartama 28 nap. Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén össze kell hasonlítani a ke-
zelt és az ellenõrzõ mintákban felszabaduló szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén mennyiségét. Ha a 28. napon ezek
több mint 25%-kal eltérnek egymástól, a vizsgálatot addig kell folytatni, amíg a különbség 25%-ra vagy az alá nem csök-
ken, vagy legfeljebb 100 napig, ha az a korábbi idõpont. Nem mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén a vizs-
gálat a 28. nap után véget ér. A 28. napon meg kell határozni a kezelt és az ellenõrzõ talajmintákban felszabaduló
szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén mennyiségét, és ki kell számítani az ECx-értékeket.
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1.7.2. Mintavétel és a talajok elemzése
1.7.2.1. Talajminta-vételi program
Mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén a 0., 7., 14. és 28. napon meg kell mérni a talajmintákban a glükózin-

dukált légzési sebességeket. Ha hosszabb idõtartamú vizsgálatot kell végezni, a további méréseket a 28. nap után 14 na-
ponta kell végezni.

Nem mezõgazdasági vegyi anyagok vizsgálata esetén legalább öt vizsgálati koncentrációt kell alkalmazni, és a talaj-
minták glükózindukált légzését az expozíciós idõszak kezdetén (0. nap) és végén (28. nap) kell megmérni. Szükség ese-
tén be lehet iktatni egy köztes mérést is, például a 7. napon. A 28. napon kapott adatokból meg kell határozni a vegyi
anyag ECx-értékét. Szükség esetén a 0. napon az ellenõrzõ mintákban mért adatok segítségével meg lehet becsülni, hogy
a talajban eredetileg milyen mennyiségben volt jelen metabolikusan aktív mikrobiális biomassza (12).

1.7.2.2. A glükózindukált légzési sebesség mérése
Minden mintavételi idõpontban meg kell határozni az egyes kezelt és ellenõrzõ másolati mintákban tapasztalható glü-

kózindukált légzési sebességet. A talajmintákhoz olyan mennyiségû glükózt kell keverni, hogy az azonnali maximális
légzési választ váltson ki. Az adott talajban a maximális válasz kiváltásához szükséges glükózmennyiséget elõzetes vizs-
gálatokkal lehet meghatározni, amelyhez egy sor különbözõ glükózkoncentrációt kell alkalmazni (14). A 0,5–1,5% szer-
ves szént tartalmazó homokos talajok esetében azonban általában elegendõ, ha 2000-2000 mg/kg száraztalaj mennyiség-
ben adunk hozzá glükózt. A glükóz tiszta kvarchomokkal [10 g homok/kg száraztalaj] porrá õrölhetõ és homogén módon
a talajhoz keverhetõ.

A glükózzal feljavított talajmintákat a légzési sebességet folyamatosan, óránként vagy kétóránként mérõ, megfelelõ
berendezésben (lásd az 1.6.1 szakaszt), 20 ± 2 °C-on inkubálni kell. A felszabaduló szén-dioxidot vagy elfogyasztott
oxigént 12 órán át folyamatosan mérni kell, és a mérést a lehetõ leghamarabb, azaz a glükóz hozzáadása után 1–2 órán
belül el kell kezdeni. Meg kell mérni a 12 óra alatt felszabaduló szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén teljes mennyisé-
gét, és ebbõl meg kell határozni a közepes légzési sebességeket.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Mezõgazdasági vegyi anyagokkal végzett vizsgálat esetén le kell jegyezni az egyes másolati talajmintákban felszaba-
duló szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén mennyiségét, és a másolati minták átlagát táblázatos formában kell megadni.
Az eredményeket megfelelõ és általánosan elfogadott statisztikai módszerekkel (például F-teszt, 5%-os szignifikancia-
szint) kell kiértékelni. A glükózindukált légzési sebességet mg szén-dioxid/kg száraztalaj/óra vagy mg oxigén/talaj (szá-
razsúly)/óra egységekben kell kifejezni. Az egyes kezeléseknél mért közepes szén-dioxid képzõdési vagy közepes oxi-
génfogyasztási sebességeket össze kell hasonlítani az ellenõrzõ mintában mérttel, és ki kell számítani az ellenõrzõ mintá-
tól való százalékos eltérést.

Nem mezõgazdasági vegyi anyagokkal végzett vizsgálat esetén meg kell határozni az egyes másolati mintákban a felsza-
baduló szén-dioxid vagy az elfogyasztott oxigén mennyiségét, és dózis-válasz görbét kell felvenni az ECx-értékek becslésé-
hez. A kezelt mintákban 28 nap után mért glükózindukált légzési sebességeket [mg szén-dioxid/kg száraztalaj/óra vagy
mg oxigén/talaj (szárazsúly)/óra] össze kell hasonlítani az ellenõrzõ mintákban mérttel. Ezekbõl az adatokból ki kell számí-
tani az egyes vizsgálati koncentrációkra vonatkozó %-os gátlási értékeket. A százalékos értékeket a koncentráció függvé-
nyében kell ábrázolni, majd statisztikai eljárások alkalmazásával ki kell számítani az ECx-értékeket. A számított ECx-értékek
konfidenciahatárát (p = 0,95) is a szabványos eljárások segítségével kell meghatározni (15) (16) (17).

2.2. Az eredmények értelmezése

Ha a mezõgazdasági vegyi anyagokkal végzett vizsgálatok eredményeinek értékelésekor az alacsonyabb koncentrá-
ciójú kezeléssel (azaz a maximális becsült koncentrációval) és az ellenõrzõ mintákkal kapott légzési sebességek különb-
sége a 28. nap utáni mintavételi idõpontok valamelyikénél nem haladja meg a 25%-ot, akkor azt a következtetést kell le-
vonni, hogy a terméknek nincs hosszú távú hatása a talajokban folyó szénátalakításra. A nem mezõgazdasági vegyi anya-
gokkal végzett vizsgálatok esetében a vegyületek értékeléséhez az EC 50-, EC25- és/vagy EC10-értékeket kell használni.

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés

A vizsgálati jelentésnek a következõ információkat kell tartalmaznia:
a talaj teljes körû azonosítása, ezen belül:
– a terület földrajzi meghatározása (földrajzi hosszúság és szélesség);
– a terület történetével kapcsolatos információk (növénytakaró, növényvédõ szerekkel való kezelés, mûtrágyázás,

véletlen szennyezések stb.);
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– földhasználat (például mezõgazdasági talaj, erdõ stb.);
– a mintavétel mélysége (cm);
– homok-/iszap-/agyagtartalom (% szárazsúly);
– pH (vízben);
– szervesszén-tartalom (% szárazsúly);
– nitrogéntartalom (% szárazsúly);
– kationcserélõ kapacitás (mmol/kg);
– kiindulási mikrobiális biomassza a teljes szervesszén-tartalom százalékában kifejezve;
– hivatkozások az egyes paraméterek meghatározásához alkalmazott módszerekre;
– a talajminták gyûjtésével és tárolásával kapcsolatos minden információ;
– adott esetben a talaj elõinkubálásával kapcsolatos részletek.
Vizsgálandó anyag:
– fizikai jelleg és adott esetben fizikai-kémiai tulajdonságok;
– kémiai azonosító adatok és ezen belül adott esetben a szerkezeti képlet, tisztaság (növényvédõ szerek esetében az

aktív összetevõ százalékos aránya), nitrogéntartalom.
Vizsgálati körülmények:
– a talaj szerves szubsztráttal való javításának részletei;
– a vizsgálandó vegyi anyag alkalmazott koncentrációinak száma és adott esetben a koncentrációk megválasztásának

indoklása;
– a vizsgálandó anyag talajon való alkalmazásának részletei;
– inkubálási hõmérséklet;
– a talaj nedvességtartalma a vizsgálat kezdetén és a vizsgálat alatt;
– az alkalmazott talajinkubálási módszer (ömlesztett minták vagy önálló részminták sorozata);
– másolati minták száma;
– mintavételi idõpontok.
Eredmények:
– a légzési sebesség mérésére alkalmazott módszer és berendezés;
– táblázatos formában megadott adatok, ezen belül a szén-dioxid vagy oxigén mennyiségek egyedi és átlagértékei;
– a másolati minták közötti eltérések a kezelt és ellenõrzõ mintákban;
– adott esetben a számításoknál alkalmazott korrekciók magyarázata;
– az egyes mintavételi idõpontokban mért glükózindukált légzési sebességek százalékos eltérése, vagy adott esetben

a 95 százalékos konfidenciahatárral meghatározott EC50-érték, a többi ECx-érték (azaz az EC25 vagy az EC10) konfiden-
cia-intervallumokkal, és a dózis-válasz görbe grafikonja;

– adott esetben az eredmények statisztikai kezelése;
– az eredmények értelmezését segítõ minden információ és megfigyelés.
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C.23. AEROB ÉS ANAEROB ÁTALAKÍTÁS A TALAJBAN

1. MÓDSZER

Ez a vizsgálati módszer az OECD TG 307 (2002) módszer megfelelõje.

1.1. Bevezetés

Ez a vizsgálati módszer meglévõ iránymutatásokon alapul (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Az ennél a vizsgálati mód-
szernél ismertetett módszer célja a vegyi anyagok talajban zajló aerob és anaerob átalakításának értékelése. A kísérletek
során meghatározható (i) a vizsgálandó anyag átalakulási sebessége, valamint (ii) azon átalakulási termékek jellege, il-
letve keletkezésének és eltûnésének sebessége, amelyekkel a növények és talajlakó szervezetek kapcsolatba kerülhet-
nek. Az ilyen vizsgálatokra olyan vegyi anyagok esetében van szükség, amelyeket közvetlenül a talajokra hordanak ki,
vagy amelyek valószínûleg bekerülnek a talajkörnyezetbe. Az ilyen laboratóriumi vizsgálatok eredményei a kapcsolódó
szántóföldi vizsgálatok mintavételi és elemzési protokolljainak kidolgozásához is felhasználhatók.

Az egy talajtípussal végzett aerob és anaerob vizsgálatok általában elegendõek az átalakítási útvonalak értékeléséhez
(8) (10) (11). Az átalakulási sebességeket legalább három további talajban meg kell határozni (8) (10).

Az 1995-ben az olaszországi Belgirateban megrendezett, a talajok/üledékek kiválasztásával kapcsolatos OECD-mun-
kaértekezleten (10) megegyezés született az e vizsgálatban alkalmazandó talajok számáról és típusáról. A vizsgált talajtí-
pusoknak reprezentatívnak kell lenniük azon környezeti feltételek vonatkozásában, ahol a használat vagy kibocsátás tör-
ténik. Azokat a vegyi anyagokat például, amelyek kibocsátása a szubtrópusi-trópusi éghajlaton történhet, Ferrasol vagy
Nitosol (FAO-rendszer) talajokkal kell vizsgálni. A munkaértekezleten az ISO Útmutató (15) alapján ajánlásokat fogal-
maztak meg a talajminták gyûjtésével, kezelésével és tárolásával kapcsolatosan is. Ennél a módszernél esik szó a rizsta-
lajok alkalmazásáról is.

1.2. Fogalommeghatározások

»Vizsgálandó anyag«: bármely anyag, legyen az a kiindulási vegyület, vagy megfelelõ átalakulási termék.
»Átalakulási termékek«: minden olyan anyag, amely a vizsgálandó anyag biotikus vagy abiotikus átalakulási reakciói

nyomán keletkezik, beleértve a CO2-t, illetve a megkötött maradványokban lévõ összes termék.
»Megkötött maradványok«: A »megkötött maradványok« a talajban, növényekben vagy állatokban jelen lévõ olyan

vegyületek, amelyek a kiindulási vegyület vagy annak anyagcsereterméke(i)/átalakulási termékei formájában extrahálás
után is a mátrixban maradnak. Az extrakciós módszer alapjában véve nem változtathatja meg magukat a vegyületeket
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vagy a mátrix szerkezetét. A kötés jellege részben mátrixmódosító extrakciós módszerek, valamint kifinomult analitikai
technikák segítségével tisztázható. Ez idáig kovalens, ionos és szorpciós kötéseket, valamint bezáródásokat azonosítot-
tak ilyen módon. A megkötött maradványok létrejötte általánosságban szignifikánsan csökkenti a biológiai elérhetõséget
és biológiai hozzáférhetõséget (12) [az IUPAC 1984-ben módosította (13)].

»Aerob átalakulás«: molekuláris oxigén jelenlétében végbemenõ reakciók (14).
»Anaerob átalakulás«: molekuláris oxigén kizárásával végbemenõ reakciók (14).
»Talaj«: ásványi és szerves kémiai komponensek keveréke, amelyek közül az utóbbiak magas szén- és nitrogéntartal-

mú, valamint nagy molekulasúlyú vegyületek, amelyeket apró élõ szervezetek (fõleg mikroorganizmusok) népesítenek
be. A talajok kétféle állapotban kezelhetõk:

a) érintetlen talajok, különféle talajtípusok jellegzetes rétegzõdésével, ahogy azok a múltban kialakultak;
b) megbolygatott talajok, például ahogy általában szántóföldeken találhatók, vagy amikor ásással mintákat vesznek

belõlük és e vizsgálati módszer céljára azokat felhasználják (14).
»Mineralizáció«: a szerves vegyületek teljes mértékû lebomlása aerob körülmények között CO2-vé és H2O-vá, illetve

anaerob körülmények között CH4-gyé, CO2-vé és H2O-vá. E vizsgálati módszer vonatkozásában a 14C-jelölt vegyületek
alkalmazásakor a mineralizáció kiterjedt lebomlást jelent, amelynek során egy jelölt szénatom oxidálódik, és megfelelõ
mennyiségû 14CO2 szabadul fel (14).

»Felezési idõ«: t0,5, a vizsgálandó anyag 50%-ának átalakulásához szükséges idõ, ha az átalakulás elsõrendû kinetiká-
val leírható; a felezési idõ független a koncentrációtól.

»DT50 (lebomlási idõ 50)«: az az idõtartam, amely alatt a vizsgálandó anyag koncentrációja 50%-kal csökken; akkor
nem azonos a felezési idõvel (t0,5), ha az átalakulás nem elsõrendû kinetikát követ.

»DT75 (lebomlási idõ 75)«: az az idõtartam, amely alatt a vizsgálandó anyag koncentrációja 75%-kal csökken.
»DT90 (lebomlási idõ 90)«: az az idõtartam, amely alatt a vizsgálandó anyag koncentrációja 90%-kal csökken.

1.3. Referenciaanyagok

Az átalakulási termékek spektroszkópiás és kromatográfiás módszerekkel történõ jellemzéséhez és/vagy azonosításá-
hoz referenciaanyagokat kell alkalmazni.

1.4. A vizsgálat alkalmazhatósága

A módszer minden vegyi anyaghoz alkalmazható (legyen az nem jelölt vagy jelölt anyag), amelyhez létezik kielégí-
tõen pontos és érzékeny analitikai módszer. Enyhén illékony, nem illékony, vízben oldható és vízben nem oldható ve-
gyületekhez is alkalmazható. A vizsgálat nem alkalmazható olyan vegyi anyagokra, amelyek a talajban nagymértékben
illékonyak (például gáz alakú növényvédõ szerek, szerves oldószerek), és ezért nem lehet õket a vizsgálat kísérleti körül-
ményei között a talajban tartani.

1.5. A vizsgálandó anyaggal kapcsolatos információk

Az átalakulás sebességének mérésére nem jelölt vagy jelölt vizsgálandó anyag is alkalmazható. Jelölt anyagra olyan-
kor van szükség, ha az átalakulás útvonalait kívánjuk tanulmányozni vagy anyagmérleget kívánunk felállítani. A 14C-je-
lölés az ajánlott, de más izotópok, így például 13C, 15N, 3H vagy 32P is alkalmazható. Amennyire csak lehetséges, a jelölést
a molekula legstabilabb részén vagy részein kell elhelyezni1. A vizsgálandó anyagnak legalább 95%-os tisztaságúnak
kell lennie.

A talajban zajló aerob és anaerob átalakulás vizsgálatának elvégzése elõtt a vizsgálandó anyaggal kapcsolatban az
alábbi információkkal kell rendelkezni:

a) oldhatóság vízben (A6. módszer);
b) oldhatóság szerves oldószerekben;
c) gõznyomás (A4. módszer) és Henry-törvény állandó;
d) n-oktanol/víz megoszlási hányados (A8. módszer);
e) kémiai stabilitás sötétben (hidrolízis) (C7. módszer);
f) pKa, ha valamelyik molekula hajlamos a protonálódásra vagy deprotonálódásra [112. számú OECD Iránymutatás]

(16).

1 Ha a vizsgálandó anyag például egy gyûrût tartalmaz, akkor ezt a gyûrût kell megjelölni; ha a vizsgálandó anyag két vagy több gyûrût is tartalmaz, külön
vizsgálatokra lehet szükség az egyes jelölt gyûrûk sorsának megismeréséhez, illetve az átalakulási termékek keletkezésével kapcsolatos információk össze-
gyûjtéséhez.
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További hasznos információk lehetnek a vizsgálandó anyagnak a talajlakó mikroorganizmusokra gyakorolt toxicitá-
sával kapcsolatos adatok [C21. és C22. vizsgálati módszer] (16).

A vizsgálandó anyagok és átalakulási termékeik mennyiségi és minõségi meghatározására szolgáló analitikai módsze-
reknek (köztük az extrakciós és gázlekötõ módszereknek) rendelkezésre kell állniuk.

1.6. A vizsgálati módszer elve

Talajmintákat a vizsgálandó anyaggal kell kezelni, és ellenõrzött laboratóriumi körülmények között (állandó hõmér-
séklet és talajnedvesség) sötétben, biométer-típusú lombikban vagy átfolyásos rendszerekben inkubálni kell õket. Meg-
felelõ idõközönként talajmintákat kell venni, amelyekben extrahálás után meg kell határozni a vizsgálandó anyagot, il-
letve az átalakulási termékeket. Megfelelõ adszorpciós eszközök segítségével illékony termékek is gyûjthetõk elemzés
céljára. 14C-jelölt anyagok alkalmazásával, a fejlõdõ 14CO2 befogása után megmérhetõk a vizsgálandó anyag különféle
mineralizációs sebességei, és megállapítható az anyagmérleg, ezen belül a lekötött maradványok képzõdése is.

1.7. Minõségi követelmények
1.7.1. Visszanyerés
A vizsgálandó anyag hozzáadása után azonnal legalább két másolati talajmintát elemezve megkaphatók az analitikai

módszer ismételhetõségével és a vizsgálandó anyag alkalmazására szolgáló eljárás egységességével kapcsolatos elsõ in-
formációk. A kísérletek késõbbi szakaszában a visszanyeréseket a vonatkozó anyagmérlegek adják. A visszanyerések-
nek jelölt vegyületek esetében 90% és 110% között (8), nem jelölt vegyületek esetében pedig 70% és 110% között (3)
kell mozogniuk.

1.7.2. Az analitikai módszer megismételhetõsége és érzékenysége
A vizsgálandó anyag és átalakulási termékei mennyiségi meghatározása vonatkozásában (a kiindulási extrakciós ha-

tékonyság kivételével) az analitikai módszer megismételhetõsége az átalakulási termékek megjelenéséhez elegendõ
ideig történõ inkubálás után ugyanannak a talajkivonatnak két másolati mintában történõ mérésével ellenõrizhetõ.

Az adott vizsgálandó anyagra és átalakulási termékeire az analitikai módszer kimutathatósági határértékének (LOD)
legalább 0,01 mg × kg–1 talaj (mint vizsgálandó anyag), vagy – ha az a kisebb – az alkalmazott dózis 1%-ának kell lennie.
Meg kell határozni továbbá a mennyiségi meghatározás határértékét (LOQ) is.

1.7.3. Az átalakulási adatok pontossága
Ha a vizsgálandó anyag koncentrációját az idõ függvényében regressziós analízisnek vetik alá, akkor megfelelõ informá-

ciók nyerhetõk az átalakulási görbe megbízhatóságáról, és lehetõvé válik a konfidenciahatárok kiszámítása a felezési idõk-
höz (pszeudo-elsõrendû kinetika esetén) vagy a DT50-értékekhez, illetve adott esetben a DT75- és DT90-értékekhez is.

1.8. A vizsgálati módszer leírása
1.8.1. Berendezés és reagensek
Az inkubálórendszerek statikus, zárt rendszerekbõl vagy megfelelõ átfolyásos rendszerekbõl állnak (7) (17). Megfele-

lõ átfolyásos talajinkubáló berendezésekre és biométer-típusú lombikokra az 1., illetve 2. ábrán láthatók példák. Mindkét
inkubáló-rendszernek megvannak az elõnyei és korlátai (7) (17).

Szabványos laboratóriumi eszközökre van szükség, különösen a következõkre:
– analitikai mûszerek, például GLC-, HPLC-, TLC-berendezés, ezen belül a radioaktívan jelölt vagy nem jelölt anya-

gok analízisére vagy a fordított izotóphígítási módszerhez alkalmazható megfelelõ detektáló rendszerek;
– minõségi meghatározásra alkalmazható mûszerek (például MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR stb.);
– folyadékszcintillációs számláló;
– oxidálószer a radioaktív anyagok elégetéséhez;
– centrifuga;
– extrakciós készülék (például centrifugacsövek hideg extraháláshoz és Soxhlet-készülék reflux alatt végzett folyto-

nos extraháláshoz);
– oldatok és kivonatok töményítésére szolgáló berendezések (pl. rotációs evaporátor);
– vízfürdõ;
– mechanikai keverõeszközök (pl. dagasztógép, rotációs keverõ).
Az alkalmazott kémiai reagensek például az alábbiak:
– NaOH, analitikai minõségû, 2 mol dm–3, vagy más megfelelõ bázis (pl. KOH, etanolamin);
– H2SO4, analitikai minõségû, 0,05 mol × dm–3;
– etilén-glikol, analitikai minõségû;
– szilárd adszorpciós anyagok, például nátronmész és poliuretán dugók;
– szerves oldószerek, analitikai minõségû, például aceton, metanol stb.;
– szcintillációs folyadék.



1.8.2. A vizsgálandó anyag alkalmazása
A vizsgálandó anyag talajhoz adásához és abban történõ eloszlatásához azt elõször fel kell oldani (ioncserélt vagy

desztillált) vízben vagy ha szükséges, minimális mennyiségû acetonban vagy más szerves oldószerben (6), amelyben a
vizsgálandó anyag kellõen oldható és stabil. A kiválasztott oldószer mennyisége azonban nem gyakorolhat szignifikáns
hatásokat a talaj mikrobiális aktivitására (lásd az 1.5. és az 1.9.2.–1.9.3. szakaszt). Kerülni kell az olyan oldószerek, pél-
dául a kloroform, a diklór-metán és egyéb halogénezett oldószerek alkalmazását, amelyek gátolják a mikrobiális aktivi-
tást.

A vizsgálandó anyag szilárd formában, például kvarchomokkal keverve (6) vagy elég száraz és sterilezett, kis térfoga-
tú teszttalaj-részmintában is a talajhoz adható. Ha a vizsgálandó anyagot oldószer alkalmazásával adjuk a talajhoz, az ol-
dószernek el kell párolognia a vizsgálandó anyaggal kezelt részminta eredeti, nem steril talajmintához történõ hozzáadá-
sa elõtt.

Általános vegyi anyagok esetében, amelyeknél a talajba való bejutás fõ útvonala a szennyvíziszap vagy a mezõgazda-
sági tevékenységek, a vizsgálandó anyagot elõször iszaphoz kell keverni, és ebben a formában kell a talajmintába juttatni
(lásd az 1.9.2. és az 1.9.3. szakaszt).

A formulázott termékek alkalmazása általában nem ajánlott. A rosszul oldódó vizsgálandó anyagok esetében azonban
megfelelõ alternatíva lehet a formulázott anyag alkalmazása.

1.8.3. Talajok
1.8.3.1. A talaj kiválasztása
Az átalakulási útvonal meghatározásához reprezentatív talajok alkalmazhatók, így például ajánlott az olyan homokos

vályog vagy iszapos vályog vagy vályog, vagy a vályogos homok [a FAO és az USDA osztályozása szerint (18)], amely-
nek pH-ja 5,5 és 8,0 közötti, szervesszén-tartalma 0,5–2,5%, mikrobiális biomasszája pedig legalább a teljes szerves-
szén-tartalom 1%-ának megfelelõ (10).

Az átalakulási sebesség vizsgálatokhoz legalább három további olyan talajt kell alkalmazni, amelyek jól reprezentál-
nak egy sor megfelelõ talajtípust. A különféle talajokban eltérõnek kell lenniük a szervesszén-tartalom, a pH, az agyag-
tartalom és a mikrobiális biomassza értékeinek.

A talajokat legalább a szerkezet (%homok, %iszap, %agyag) [a FAO és az USDA osztályozása szerint (18)], a pH, a
kationcserélõ kapacitás, a szerves szén, a térfogatsûrûség, a vízvisszatartási jellemzõk2 és mikrobiális biomassza (csak az
aerob vizsgálatokhoz) szempontjából jellemezni kell. Az eredmények értelmezéséhez hasznosak lehetnek a talajok tulaj-
donságaival kapcsolatos további információk is. A talajok jellemzõinek meghatározására a (19) (20) (21) (22) és (23) hi-
vatkozásban ajánlott módszerek alkalmazhatók. A mikrobiális biomasszát a szubsztrátindukált légzési (SIR) módszerrel
(25) (26) vagy alternatív módszerekkel (20) kell meghatározni.

1.8.3.2. A talajok gyûjtése, kezelése és tárolása
Részletes információkkal kell rendelkezni annak a szántóföldi területnek a történetérõl, ahonnan a vizsgálati talajmin-

ta begyûjtése történik. Ilyen részletek például a pontos hely, a növénytakaró, a növényvédõ szerekkel végzett kezelések,
a szerves és szervetlen trágyákkal végzett kezelések, a biológiai anyagok hozzáadása vagy egyéb szennyezések. Nem al-
kalmazhatók átalakulási vizsgálatokhoz olyan talajok, amelyeket az elmúlt négy évben a vizsgálandó anyaggal vagy
szerkezeti analógjaival kezeltek (10) (15).

A talajt frissen kell begyûjteni a területrõl (az A-rétegbõl vagy a felsõ 20 cm-es rétegbõl) a benne lévõ talajnedvesség-
gel együtt, amely megkönnyíti a szitálást. A rizsföldekrõl származó talajok kivételével kerülni kell a mintavételt a
hosszabb (> 30 napos) szárazságok, fagyok vagy áradások idején vagy közvetlenül ezek után (14). A mintákat úgy
kell szállítani, hogy közben minimális legyen a talaj víztartalmának változása, és – lehetõség szerint – sötétben kell
tartani, illetve biztosítani kell a szabad levegõbeáramlást. Erre a célra általában megfelel egy lazán összekötött polietilén
zsák.

A talajt a mintavételt követõen a lehetõ leggyorsabban fel kell dolgozni. El kell távolítani belõle a növényi részeket, a
nagyobb méretû talajfaunát és a köveket, majd 2 mm-es szitán át kell szitálni, ami eltávolítja a kisebb köveket, az állati és
növényi törmeléket is. A szitálás elõtt meg kell akadályozni a talaj erõteljes kiszáradását és összepréselõdését (15).

2 A talajok vízvisszatartási jellemzõi mérhetõk szántóföldi kapacitásként, vízmegtartó kapacitásként vagy vízszívó erõként (pF). A magyarázatokat lásd az
1. mellékletben. A vizsgálati jelentésben ki kell térni arra, hogy a talajok vízvisszatartási jellemzõit és térfogatsûrûségét érintetlen szántóföldi mintákban vagy
megbolygatott (feldolgozott) mintákban mérték-e.
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Ha a téli idõszakban (a talaj fagyottsága vagy a hótakaró miatt) nehézkessé válik a mintavétel, akkor üvegházban,
növénytakaró (pl. fû vagy fû/lóhere keverék) alatt tárolt készletekbõl is vehetõ talajminta. A frissen gyûjtött talajokon
végzett vizsgálatok a legelõnyösebbek, de ha a begyûjtött és feldolgozott talajt a vizsgálatok megkezdése elõtt tárolni
kell, akkor a mikrobiális aktivitás megõrzése érdekében ez csak megfelelõ körülmények között és csak korlátozott ideig
(4 ± 2 °C-on legfeljebb három hónapig) megengedett3. A biológiai átalakulási kísérletekhez alkalmazott talajok be-
gyûjtésével, kezelésével és tárolásával kapcsolatos részletes instrukciók a (8) (10) (15) (26) és (27) hivatkozásban
találhatók.

Mielõtt a feldolgozott talaj felhasználásra kerülne ehhez a vizsgálathoz, a mintákat elõ kell inkubálni a csírázás lehetõ-
vé tétele és a magok eltávolítása, valamint a mikrobiális anyagcsere-egyensúlynak a mintavételi vagy tárolási körülmé-
nyekrõl az inkubációs körülményekre való átállást követõen történõ helyreállítása érdekében. Általában megfelelõ, ha az
elõinkubálást 2–28 napig végezzük olyan hõmérsékleten és olyan nedvesség mellett, amely nagyjából megközelíti a
vizsgálati körülményekre jellemzõ viszonyokat (15). A tárolás és elõinkubálás együttes idõtartama nem haladhatja meg
a három hónapot.

1.9. A vizsgálat végrehajtása
1.9.1. Vizsgálati körülmények
1.9.1.1. Vizsgálati hõmérséklet
A talajokat a vizsgálat teljes idõtartama alatt sötétben és olyan állandó hõmérsékleten kell inkubálni, amely reprezen-

tatív a használat vagy kibocsátás területén uralkodó éghajlati viszonyokra. Az ajánlott hõmérséklet minden olyan vizsgá-
landó anyag esetében 20 ± 2 °C, amelyek mérsékelt éghajlaton bejuthatnak a talajba. A hõmérsékletet nyomon kell kö-
vetni.

A hidegebb éghajlatokon (pl. az északi országokban vagy az õszi-téli idõszakban) alkalmazott vagy kibocsátott anya-
gok esetében további talajmintákat is inkubálni kell, de alacsonyabb hõmérsékleten (pl. 10 ± 2 °C).

1.9.1.2. Nedvességtartalom
Az aerob körülmények között végzett átalakulási vizsgálatok esetében a talaj nedvességtartalmát4 úgy kell beállítani,

hogy a pF-értéket 2,0 és 2,5 között tartsuk (3). A talaj nedvességtartalmát víztömeg / száraz talaj tömeg egységben kell
kifejezni, és rendszeresen ellenõrizni kell (például 2 hetente) inkubációs lombik tömegének megmérésével, és a vízvesz-
teség víz (lehetõleg sterilszûrt csapvíz) hozzáadásával történõ kompenzálásával. Figyelni kell arra, hogy a víz hozzáadá-
sakor megakadályozzuk vagy minimálisra csökkentsük a vizsgálandó anyag és/vagy az átalakulási termékek párolgási
és/vagy esetleges fotodegradációs veszteségeit.

Az anaerob vagy rizsföldi körülmények között végzett átalakulási vizsgálatoknál a talajt elárasztással kell víztelítetté
tenni.

1.9.1.3. Aerob inkubációs körülmények
Az átfolyásos rendszerekben az aerob körülményeket a rendszer idõrõl idõre vízzel történõ átöblítésével vagy nedves

levegõ folyamatos átfúvásával kell fenntartani. A biométer lombikokban a légcserét diffúzió segítségével kell fenn-
tartani.

1.9.1.4. Steril aerob körülmények
A vizsgálandó anyag abiotikus átalakulásának jelentõségével kapcsolatban úgy nyerhetõk információk, hogy a mintá-

kat sterilezzük [a sterilezési módszereket lásd a (16) és (29) hivatkozásban], hozzáadjuk a steril vizsgálandó anyagot
(például az oldat sterilszûrõn keresztül történõ hozzáadásával) és nedves levegõvel átszellõztetjük, az 1.9.1.3. szakasz-
ban leírtak szerint. A rizstalajok esetében a talajt és a vizet sterilizálni kell, az inkubálást pedig az 1.9.1.6. szakaszban le-
írtak szerint kell végezni.

3 A legfrissebb kutatási eredmények szerint –20 °C-on a mérsékelt éghajlatról származó talajok három hónapnál tovább is eltarthatók (28) (29) anélkül, hogy
szignifikánsan csökkenne a mikrobiális aktivitás.
4 A talaj nem lehet sem túl nedves, sem túl száraz annak érdekében, hogy fenntartható legyen a talaj mikroflórájának megfelelõ szellõzése és tápanyagellátása.
Az optimális mikrobanövekedéshez az ajánlott nedvességtartalom a víztartó képesség (WHC) 40 és 60%-a között, illetve 0,1 és 0,33 bar között mozog (6).
Ez utóbbi tartomány pF 2,0–2,5-nek felel meg. A különbözõ talajtípusok tipikus nedvességtartalma a 2. mellékletben található.
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1.9.1.5. Ana e rob in ku bá ci ós kö rül mé nyek

Ana e rob kö rül mé nyek ki ala kí tá sá hoz és fenn tar tá sá hoz a vizs gá lan dó anyag gal ke zelt és 30 na pig vagy egy fe le zé si
idõ ig vagy egy DT50-ig (ame lyik a há rom kö zül a leg rö vi debb) ae rob kö rül mé nyek kö zött in ku bált ta lajt víz zel kell
 elárasztani (1–3 cm-es víz ré teg), az in ku bá ci ós rend szert pe dig inert gáz zal (pél dá ul nit ro gén nel vagy ar gon nal) kell át -
öb lí te ni5. A vizs gá la ti rend szer nek le he tõ vé kell ten nie a kü lön fé le mé ré se ket, így pél dá ul a pH, az oxi gén kon cent rá ció
és a re dox po ten ci ál meg ha tá ro zá sát, to váb bá csap dá kat is tar tal maz nia kell az il lé kony ter mé kek be fo gá sá ra. A bio -
méter-típusú rend szert le kell zár ni a le ve gõ dif fú zi ó val tör té nõ be ju tá sá nak meg aka dá lyo zá sa ér de ké ben.

1.9.1.6. Rizs ta la jok in ku bá ci ós kö rül mé nyei

A rizs ta la jok ban vég be me nõ át ala ku lá sok ta nul má nyo zá sá ra a ta lajt kö rül be lül 1–5 cm víz ré teg gel kell el árasz ta ni,
majd a vizs gá lan dó anya got a víz fá zis ba kell jut tat ni (9). Ja va solt leg alább 5 cm mély sé gû ta laj ré teg al kal ma zá sa.
A rend szer le ve gõ vel át szel lõz te tett, ugyan úgy, mint az ae rob fel té te lek ese tén. Nyo mon kell kö vet ni, és rög zí te ni kell a
vi zes ré teg pH-ját, oxi gén kon cent rá ci ó ját és re dox po ten ci ál ját. Az át ala ku lá si vizs gá la tok meg kez dé se elõtt leg alább
két he tes elõ in ku bá lá si idõ szak ra van szük ség (lásd az 1.8.3.2. sza kaszt).

1.9.1.7. A vizs gá lat idõ tar ta ma

A se bes ség- és út vo nal vizs gá la tok idõ tar ta ma ál ta lá ban nem ha lad hat ja meg a 120 na pot6 (3) (6) (8), mi vel azt kö ve tõ -
en egy, a ter mé sze tes után pót lás tól izo lált mes ter sé ges la bo ra tó ri u mi rend szer ben idõ vel a ta laj mik ro bi á lis ak ti vi tá sá nak 
csök ke né se len ne vár ha tó. Ahol az a vizs gá lan dó anyag csök ke né sé nek, va la mint a fõ át ala ku lá si ter mé kek kép zõ dé sé -
nek és csök ke né sé nek jel lem zé sé hez szük sé ges, a vizs gá la tok meg hosszab bít ha tók (pél dá ul 6 vagy 12 hó nap ra) (8).
A hosszabb in ku bá ci ós idõ tar ta mo kat a vizs gá la ti je len tés ben meg kell in do kol ni, és csa tol ni kell az ilyen hosszabb idõ -
tar ta mok so rán és vé gén el vég zett bio massza mé ré sek ered mé nye it is.

1.9.2. A vizs gá lat vég re haj tá sa

Min den in ku bá ci ós lom bik ba (lásd a 3. mel lék let 1. és 2. áb rá ját) kö rül be lül 50–200 g ta lajt (szá raz súly ra ve tít ve) kell
be he lyez ni, majd azt az 1.8.2. sza kasz ban le írt mód sze rek egyi ké nek al kal ma zá sá val a vizs gá lan dó anyag gal kell ke zel -
ni. Ha a vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sá hoz szer ves ol dó szert hasz ná lunk, azt pá ro log ta tás sal el kell tá vo lí ta ni a ta laj ból.
A ta lajt ez után spa tu lá val és/vagy a lom bik rá zo ga tá sá val ala po san össze kell ke ver ni. Ha a vizs gá la tot rizs föl di kö rül mé -
nyek kö zött vé gez zük, a ta lajt és a vi zet a vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sa után ala po san össze kell ke ver ni. A ke zelt ta la -
jok kis rész le te i ben (pl. 1-1 g-já ban) meg kell ha tá roz ni a vizs gá lan dó anyag mennyi sé gét az egyen le tes el osz lás el len õr -
zé se ér de ké ben. Az ezt ki vál tó al ter na tív mód szert lásd lent.

A ke ze lé si arány nak meg kell fe lel nie az adott nö vény vé dõ szer leg ma ga sabb, a hasz ná la ti uta sí tás ban ja va solt al kal -
ma zá si ará nyá nak, és a te re pen meg fe le lõ ta laj mély sé gig (pél dá ul a ta laj fel sõ 10 cm-es ré te ge7) egy sé ges be épü lést kell
biz to sí ta nia. A ta laj ba való be épü lés nél kül csak a le vél zet re vagy a ta laj ra al kal ma zott ve gyü le tek ese té ben pél dá ul
2,5 cm a meg fe le lõ mély ség an nak ki szá mí tá sá hoz, hogy mennyi ve gyü le tet kell az egyes lom bi kok ba be jut tat ni. A ta laj -
ba be épü lõ ve gyü le tek ese té ben a meg fe le lõ mély ség a hasz ná la ti uta sí tás ban meg adott be épü lé si mély ség. Ál ta lá nos ve -
gyi anya gok ese té ben az al kal ma zá si arányt az alap ján kell meg be csül ni, hogy me lyik a leg jel lem zõbb be ju tá si út vo nal;
ha a ta laj ba ju tás fõ út vo na la pél dá ul a szenny víz iszap, a ve gyü le tet olyan kon cent rá ci ó ban kell az iszap ba be jut tat ni,
amely tük rö zi az iszap ban vár ha tó kon cent rá ci ót, és a ta laj hoz adan dó iszap mennyi sé gé nek tük röz nie kell a me zõ gaz da -
sá gi ta la jok nor mál iszap ter he lé sét. Ha ez a kon cent rá ció nem elég ma gas a fõ át ala ku lá si ter mé kek azo no sí tá sá hoz,
hasz nos le het kü lön ta laj min ták na gyobb kon cent rá ci ók kal tör té nõ in ku bá lá sa, de ke rül ni kell a ta laj mik ro bi á lis funk -
cióját be fo lyá so ló túl zott mennyi sé ge ket (lásd az 1.5. és az 1.8.2. sza kaszt).

5 A fel ta la jok ban túl nyo mó an ae rob vi szo nyok ural kod nak és ugyan így a fel szín alat ti ta la jok ban is, aho gyan azt egy, az Eu ró pai Unió ál tal szpon zo rált ku ta tá si
prog ram [K. Ta ka gi et al. (1992). Mic ro bi al di ver sity and ac ti vity in sub so ils: Met hods, fi eld site, se a so nal va ri a ti on in sub so il tem pe rat ures and oxy gen con -
tents. Proc. In ter nat. Symp. En vi ronm. As pects Pes ti ci des Mic ro bi ol., 270–277, 17–21 Au gust 1992, Sig tu na, Swe den] is iga zol ta. Ana e rob fel té te lek csak al -
ka lom sze rû en, a ta la jok erõs esõ zé sek utá ni el árasz tá sa kor ala kul nak ki, il let ve ami kor a rizs föl de ket el áraszt ják.
6 Az ae rob vizs gá la to kat jó val a 120. nap elõtt is be le het fe jez ni, ha ad dig ra egy ér tel mû en el ér tük a vég le ges át ala kí tá si út vo na lat és a tel jes mi ne ra li zá ci ót. A
vizs gá lat 120 na pon túl is be fe jez he tõ, il let ve ak kor is, ha a vizs gá lan dó anyag leg alább 90%-a át ala kult, de csak ak kor, ha már leg alább 5% CO2 kép zõ dött.
7 A ki in du lá si kon cent rá ció te rü le ti ala pon tör té nõ ki szá mí tá sa a kö vet ke zõ egyen let se gít sé gé vel:
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[ ] [ ]
C mg / kg

A kg / ha 10 mg / kg

1 m 10 m / ha d kg /
soil soil

6
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=
´

´ ´ [ ]m 3

Csoil = ki in du lá si kon cent rá ció a ta laj ban [mg × kg–1]

A = al kal ma zá si arány [kg × ha–1]; 1 = a szán tó föl di ta laj ré teg vas tag sá ga [m]; d = a ta laj szá raz tér fo gat sû rû sé ge [kg × m–3].

Ál ta lá nos sza bály, hogy az 1 kg × ha–1 al kal ma zá si arány a ta laj fel sõ, mint egy 10 cm-es ré te gé ben 1 mg × kg–1 kon cent rá ci ót ala kít ki (fel té ve, hogy a tér fo gat -
sû rû ség 1 g × cm–3).
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Vagy nagyobb mennyiségû (1–2 kg) talaj is kezelhetõ a vizsgálandó anyaggal, megfelelõ keverõ berendezésben ala-
posan elkeverve és végül kis, 50–200 g-os részletekben az inkubációs lombikba téve (például mintaosztók segítségével).
A kezelt talaj kis (például 1 g-os) részleteiben meg kell határozni a vizsgálandó anyag mennyiségét, így ellenõrizve an-
nak egyenletes talajbeli eloszlását. Az ilyen eljárás azért elõnyös, mert lehetõvé teszi a vizsgálandó anyag még egyenle-
tesebb eloszlását a talajban.

A nem kezelt talajmintákat is ugyanolyan (aerob) körülmények között kell inkubálni, mint a vizsgálandó anyaggal ke-
zelt mintákat. Ezeket a mintákat a biomasszának a vizsgálat során és végén történõ meghatározására kell felhasználni.

Ha a vizsgálandó anyagot szerves oldószer(ek)ben történõ feloldás után visszük fel a talajra, az azonos mennyiségû ol-
dószerrel vagy oldószerekkel kezelt talajmintákat ugyanolyan (aerob) körülmények között kell inkubálni, mint a vizsgá-
landó anyaggal kezelt mintákat. Ezeket a mintákat a vizsgálatok elején, alatt és végén végzett biomasszamérésekhez kell
felhasználni, amelyekkel az oldószer(ek)nek a mikrobás biomasszára gyakorolt esetleges hatásai mérhetõk fel.

A kezelt talajokat tartalmazó lombikokat vagy az 1. ábrán bemutatott átfolyásos rendszerhez kell kapcsolni, vagy a
2. ábrán bemutatott adszorpciós oszloppal kell lezárni (lásd a 3. mellékletet).

1.9.3. Mintavétel és mérés
Megfelelõ idõközönként párhuzamos inkubációs lombikokat kell eltávolítani, és a talajmintákat megfelelõ, különbö-

zõ polaritású oldószerekkel kell extrahálni, majd meg kell határozni bennük a vizsgálandó anyagot és/vagy az átalakulási
termékeket. Egy jól megtervezett vizsgálatban elegendõ számú lombikot használunk ahhoz, hogy minden egyes minta-
vételi idõpontban két lombikból tudjunk mérést végezni. Az egyes talajminták inkubálása során és végén különbözõ idõ-
közönként (az elsõ hónapban 7 naponta, majd utána 17 naponta) el kell távolítani az adszorpciós oldatot vagy szilárd ad-
szorpciós anyagot, és meg kell bennük határozni az illékony termékeket. A közvetlenül az alkalmazás után vett talajmin-
tán (0. napi minta) kívül legalább 5 további mintavételi pontot kell beiktatni. Az idõközöket úgy kell megválasztani,
hogy meghatározható legyen a vizsgálandó anyag csökkenésének mintázata és az átalakulási termékek képzõdésének és
csökkenésének mintázata (például 0., 1., 3., 7. nap; 2, 3 hét; 1, 2, 3 hónap stb.).

14C-jelölt vizsgálandó anyag alkalmazása esetén a nem extrahálható radioaktivitást égetéssel kell meghatározni, és
minden egyes mintavételi intervallumra anyagmérleget kell számítani.

Az anaerob és a rizstalajos inkubálás esetén a talajban és a vizes fázisban együttesen kell meghatározni a vizsgálandó
anyagot és az átalakítási termékeket, vagy az extrahálás és mérés elõtt szûréssel vagy centrifugálással kell szétválasztani
õket.

1.9.4. Opcionális vizsgálatok
A hõmérsékletnek és a talajnedvességnek a vizsgálandó anyag és/vagy átalakítási termékei talajbeli átalakulására gya-

korolt hatásának becsléséhez hasznos lehet, ha más hõmérsékleteken és talajnedvességek mellett is végzünk aerob, nem
steril vizsgálatokat.

A nem extrahálható radioaktivitás további jellemzése megkísérelhetõ például szuperkritikus folyadékextrakcióval is.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

A vizsgálandó anyag, az átalakulási termékek, az illékony anyagok (csak %-osan), és a nem extrahálható rész
mennyiségét minden egyes mintavételi intervallumra az alkalmazott kiindulási koncentráció %-ában, illetve adott eset-
ben mg × kg–1 talaj (szárazsúlyra vetítve) egységben kell megadni. Az alkalmazott kiindulási koncentráció százalékában
anyagmérleget is fel kell állítani minden egyes mintavételi intervallumra. A vizsgálandó anyag koncentrációit az idõ
függvényében ábrázolva megbecsülhetõ a vizsgálandó anyag átalakulásának felezési ideje vagy DT50-értéke. Meg kell
határozni a fõ átalakulási termékeket, valamint ezek koncentrációját is fel kell venni az idõ függvényében, hogy képzõ-
dési és csökkenési sebességük megállapítható legyen. Fõ átalakulási termék minden olyan termék, amely a vizsgálat
során bármikor az alkalmazott dózis legalább 10%-nak megfelelõ mennyiségben van jelen.

A befogott illékony termékek is adhatnak némi információt a vizsgálandó anyag és annak átalakulási termékei talajból
való elillanási hajlamáról.

A felezési idõ vagy DT50-értékek, illetve adott esetben a DT75- és DT90-értékek pontosabb meghatározását megfelelõ
kinetikai modellszámítások alkalmazásával kell elvégezni. A felezési idõt és a DT50-értékeket az alkalmazott modell le-
írásával, a kinetika rendûségével és a determinációs koefficienssel (r2) együtt kell a jelentésben feltüntetni. Az elsõrendû
kinetikát kell elõnyben részesíteni, kivéve, ha r2 < 0,7. Adott esetben a számításokat a fõ átalakulási termékekre is alkal-
mazni kell. A megfelelõ modellekre példák a (31)–(35) hivatkozásban találhatók.
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A se bes ség vizs gá la tok több kü lön bö zõ hõ mér sék le ten tör té nõ vég zé se ese tén az át ala kí tá si se bes sé ge ket kí sér le ti
 hõmérséklet tar to má nyon be lül a hõ mér sék let függ vé nyé ben kell le ír ni az aláb bi Arr he ni us-össze füg gés al kal ma zá sá val:

k A e vagy lnk lnA –
B

T

–B/T= ´ = ,

ahol ln A és B az ln k-nak az 1/T függ vé nyé ben való li ne á ris reg resszi ó já val elõ ál lí tott leg jobb il lesz té sû egye nes ten -
gely met sze té bõl és me re dek ség bõl szár ma zó reg resszi ós ál lan dók; a k a T hõ mér sék let nél ka pott se bes sé gi ál lan dó;
T pe dig a hõ mér sék let Kel vin ben meg ad va. Ügyel ni kell arra, hogy ab ban az eset ben, ha az át ala kí tást a mik ro bi á lis ha tás 
sza bá lyoz za, ak kor az Arr he ni us-össze füg gés csak egy igen kor lá to zott hõ mér sék le ti tar to mány ban lesz ér vé nyes.

2.2. Ér té ke lés és az ered mé nyek ér tel me zé se

Bár a vizs gá la to kat mes ter sé ges la bo ra tó ri u mi rend sze rek ben vé gez zük, az ered mé nyek le he tõ vé te szik a vizs gá lan dó
anya gok át ala ku lá si se bes sé gé nek, va la mint az át ala ku lá si ter mé kek kép zõ dé si és csök ke né si se bes sé gé nek szán tó föl di
kö rül mé nyek kö zöt ti becs lé sét (36) (37).

A vizs gá lan dó anyag át ala ku lá si út vo na lá nak vizs gá la ta in for má ci ót szol gál tat ar ról, hogy az al kal ma zott anyag szer -
ke ze te mi lyen vál to zá so kon megy ke resz tül a ta laj ban a ké mi ai és mik ro bi á lis re ak ci ók ha tá sá ra.

3. JELENTÉS

3.1. Vizs gá la ti je len tés

A vizs gá la ti je len tés nek a kö vet ke zõ ket kell tar tal maz nia:

Vizs gá lan dó anyag:

– hét köz na pi név, ké mi ai el ne ve zés, CAS-szám, szer ke ze ti kép let [ra dio ak tí van je lölt anya gok al kal ma zá sa ese tén a
je lö lés(ek) el he lyez ke dé se] és a lé nye ges fi zi kai-ké mi ai tu laj don sá gok (lásd az 1.5. sza kaszt);

– a vizs gá lan dó anyag tisz ta sá ga (szennye zé sei);

– a je lölt anya gok ra dio ké mi ai tisz ta sá ga és spe ci fi kus ak ti vi tá sa (adott eset ben);

re fe ren cia anya gok:

– az át ala kí tá si ter mék jel lem zé sé re és/vagy azo no sí tá sá ra al kal ma zott re fe ren cia anya gok ké mi ai el ne ve zé se és szer -
ke ze te;

vizs gált ta la jok:

– a gyûj tés he lyé vel kap cso la tos ada tok;

– a ta laj min ta vé tel idõ pont ja és az al kal ma zott el já rás;

– a ta la jok tu laj don sá gai, pél dá ul a pH, a szer ves szén-tar ta lom, a szer ke zet (% ho mok, % iszap, % agyag), a ka ti on -
cse ré lõ ka pa ci tás, a tér fo gat sû rû ség, a víz vissza tar tá si jel lem zõk, és a mik ro bi á lis bio massza;

– adott eset ben a ta laj tá ro lá sá nak idõ tar ta ma és kö rül mé nyei;

vizs gá la ti kö rül mé nyek:

– a vizs gá la tok el vég zé sé nek idõ pont jai;

– a vizs gá lan dó anyag al kal ma zott mennyi sé ge;

– az al kal ma zott ol dó sze rek és a vizs gá lan dó anyag al kal ma zá sá ra hasz nált mód szer;

– a kez det ben ke zelt és az egyes ana lí zi sek idõ pont já ban meg min tá zott ta laj tö me ge;

– az al kal ma zott in ku bá ci ós rend szer is mer te té se;

– lég áram se bes ség (csak az át fo lyá sos rend sze rek ese té ben);

– a kí sér le ti rend szer hõ mér sék le te;

– a ta laj ned ves ség tar tal ma az in ku bá lás so rán;

– mik ro bi á lis bio massza az ae rob vizs gá la tok kez de te kor, alatt és vé gén;

– pH, oxi gén kon cent rá ció és re dox po ten ci ál az ana e rob és rizs föl di vizs gá la tok kez de te kor, alatt és vé gén;

– ext rak ci ós mód szer(ek);

– a vizs gá lan dó anyag nak és fon to sabb át ala ku lá si ter mé ke i nek a ta laj ban és az ad szorp ci ós anya gok ban tör té nõ
mennyi sé gi és mi nõ sé gi meg ha tá ro zá sá ra al kal ma zott mód sze rek;

– má so la ti min ták és el len õr zõ min ták szá ma.

Ered mé nyek:

– a mik ro bi á lis ak ti vi tás meg ha tá ro zá sá nak ered mé nyei;

– az al kal ma zott ana li ti kai mód sze rek meg is mé tel he tõ sé ge és ér zé keny sé ge;
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– visszanyerési arányok (egy érvényes vizsgálat %-os értékei az 1.7.1. szakaszban vannak feltüntetve);
– az alkalmazott kiindulási dózis %-ában és adott esetben mg × kg–1 talaj (szárazsúlyra vetítve) egységben is kifeje-

zett eredmények táblázatos összefoglalása;
– anyagmérleg a vizsgálatok közben és végén;
– a nem extrahálható (kötött) talajbeli radioaktivitás vagy maradványok jellemzése;
– a felszabaduló CO2 és más illékony vegyületek mennyisége;
– a talajbeli koncentráció idõbeli függvényének ábrázolása a vizsgálandó anyagra és adott esetben annak fõ átalaku-

lási termékeire;
– felezési idõ vagy DT50-, DT75- és DT90-értékek a vizsgálandó anyagra és adott esetben annak fõ átalakulási termé-

keire, a konfidenciahatárokkal együtt;
– a steril körülmények közötti abiotikus lebontási sebesség becslése;
– a vizsgálandó anyag és adott esetben annak fõ átalakulási termékei átalakulási kinetikájának becslése;
– adott esetben az átalakítás javasolt útvonalai;
– az eredmények tárgyalása és értelmezése;
– nyers adatok (minta kromatogramok, átalakítási sebességek mintaszámításai, és az átalakulási termékek azonosí-

tásnak módja).
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1. melléklet

Vízszívó erõ, szántóföldi vízkapacitás (FC) és víztartó képesség (WHC)8

A vízoszlop magassága
[cm]

pF(a) bar (b) Megjegyzések

107 7 104 Száraz talaj
1,6 × 104 4,2 16 Hervadáspont
104 4 10
103 3 1
6 × 102 2,8 0,6
3,3 × 102 2,5 0,33 (c)
102 2 0,1
60 1,8 0,06 Szántóföldi vízkapacitás

tartomány (d)
33 1,5 0,033
10 1 0,01 WHC (közelítés)
1 0 0,001 Vízzel telített talaj
(a) pF = a vízoszlopmagasság cm-ben kifejezett értékének logaritmusa.
(b) 1 bar = 105 Pa.
(c) Homokban körülbelül 10%-os, vályogban körülbelül 35%-os, agyagban pedig körülbelül 45%-os víztartalomnak

felel meg.
(d) A szántóföldi vízkapacitás nem állandó, hanem talajtípusként eltérõ, és pF 1,5 és 2,5 között változik.

A vízszívó erõt vízoszlop-cm vagy bar mértékegységben mérjük. A szívóerõ nagysága igen széles tartományban mo-
zoghat, ezért egyszerûen csak pF-értékként adjuk meg, amely a vízoszlop-cm érték logaritmusa.

A szántóföldi vízkapacitás azt a vízmennyiséget jelenti, amelyet egy természetes talaj egy hosszabb esõzés vagy kellõ
mértékû öntözés után 2 nappal gravitáció ellenében tárolni tud. A szántóföldi vízkapacitást érintetlen talajban, in situ, a
terepen határozzák meg. A mérés tehát nem alkalmazható megbolygatott, laboratóriumi talajmintákra. A megbolygatott
mintákban meghatározott FC-értékek nagyobb szisztematikus varianciát mutathatnak.

A víztartó képességet (WHC) laboratóriumban határozzák meg érintetlen és megbolygatott talajokban úgy, hogy egy
talajoszlopot kapilláris transzport útján vízzel telítenek. Különösen jól alkalmazható megbolygatott talajok esetében, és
akár 30%-kal is meghaladhatja a szántóföldi vízkapacitást (1). Emellett egyszerûbben meghatározható kísérletileg, mint
a megbízható FC-értékek.

8 Mückenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag,
Frankfurt, Main.

2. melléklet

Különbözõ országokból származó különbözõ talajtípusok nedvességtartalma
(g víz/100 g száraz talaj)

Talajtípus Ország
Talajnedvesség

WHC (1) pF = 1,8 pF = 2,5

Homok Németország 28,7 8,8 3,9
Vályogos homok Németország 50,4 17,9 12,1
Vályogos homok Svájc 44,0 35,3 9,2
Iszapos vályog Svájc 72,8 56,6 28,4
Agyagos vályog Brazília 69,7 38,4 27,3
Agyagos vályog Japán 74,4 57,8 31,4
Homokos vályog Japán 82,4 59,2 36,0
Iszapos vályog USA 47,2 33,2 18,8
Homokos vályog USA 40,4 25,2 13,3
(1) Víztartó képesség
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3. melléklet

1. ábra

Példa vegyi anyagok talajbeli átalakulásának vizsgálatára szolgáló

átfolyásos készülékre (1) (2)

1: tûszelep
2: vizet tartalmazó gázmosó üveg
3: ultramembrán (csak steril körül-

mények esetén), pórusméret:
0,2 µm

4: talajanyagcsere-palack (vizes
elárasztás csak anaerob vagy rizs-
földi mérési körülmények esetén)

5: etilénglikol csapda az illékony
szerves vegyületekhez

6: kénsavcsapda a lúgos illékony
vegyületekhez

7, 8: nátrium-hidroxid csapda a
CO2-höz és más savas illékony
vegyületekhez

9: áramlásmérõ.

2. ábra

Példa vegyi anyagok talajbeli átalakulásának vizsgálatára szolgáló

biométer-típusú lombikra (3)

(1) Guth, J.A. (1980). The study of transformations. In Interactions between Herbicides and the Soil (R.J. Hance, Ed.),
Academic Press, 123–157.

(2) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in Pesticide Bio-
chemistry. D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds. J. Wiley & Sons. Vol 1, 85–114.

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von Di-
allat im Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141–146.
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C.24. AEROB ÉS ANAEROB ÁTALAKÍTÁS VÍZI ÜLEDÉKRENDSZEREKBEN

1. MÓDSZER

Ez a vizsgálati módszer az OECD TG 308 (2002) módszer megfelelõje.

1.1. Bevezetés

A sekély és mély felszíni vizekbe a vegyi anyagok juthatnak be például a következõ útvonalakon keresztül: közvetlen
alkalmazás, permetszéthordás, felszíni elfolyás, belvízelvezetés, hulladéklerakás, ipari, háztartási vagy mezõgazdasági
szennyvizek és légköri kiülepedés. Ez a vizsgálati módszer egy olyan laboratóriumi módszert ismertet, amellyel szerves
anyagok aerob és anaerob átalakulását vizsgálhatjuk vízi üledékrendszerekben. Ez a módszer meglévõ irányelveken ala-
pul (1) (2) (3) (4) (5) (6). Az 1995-ben az olaszországi Belgirateban megrendezett, a talajok/üledékek kiválasztásával
kapcsolatos OECD-munkaértekezleten (7) megegyezés született az e vizsgálatban alkalmazandó üledékek számáról és
típusáról. A munkaértekezlet egy ISO Útmutató (8) alapján ajánlásokat fogalmazott meg az üledékminták gyûjtésérõl,
kezelésérõl és tárolásáról is. Az ilyen vizsgálatokra olyan vegyi anyagok esetében van szükség, amelyek közvetlenül a
vizekbe kerülnek, vagy amelyek a fenti útvonalakon át valószínûleg bekerülnek a vízi környezetbe.

A természetes vízi üledékrendszerekben a felsõ vízfázis gyakran aerob. Az üledék felszíni rétege lehet aerob vagy
anaerob is, a mélyebb üledék viszont általában anaerob. Ez a dokumentum aerob és anaerob vizsgálatokat is ismertet an-
nak érdekében, hogy a fenti lehetõségek mindegyikét felölelje. Az aerob vizsgálat egy aerob üledékréteg felett elhelyez-
kedõ aerob vízoszlopot szimulál, ahol az aerob üledékréteget alulról egy anaerob gradiens határolja. Az anaerob vizsgá-
lat egy teljesen anaerob víz-üledék rendszert szimulál. Ha a körülmények arra utalnak, hogy jelentõs mértékben el kell
térni az itt megfogalmazott ajánlásoktól, például amiatt, hogy ép üledékmagokat vagy olyan üledékeket használunk,
amelyek esetleg érintkezésbe léphettek a vizsgálandó anyaggal, akkor a célra más módszerek is rendelkezésre állnak (9).

1.2. Fogalommeghatározások

Minden esetben SI (Standard International) egységeket kell használni.
»Vizsgálandó anyag«: bármely anyag, legyen az a kiindulási vegyület, vagy megfelelõ átalakulási termék.
»Átalakulási termékek«: minden olyan anyag, amely a vizsgálandó anyag biotikus és abiotikus átalakulási reakciói-

ban keletkezik, ideértve a CO2-t és minden kötött maradványt is.
»Kötött maradványok«: a talajban, növényekben vagy állatokban jelen lévõ olyan vegyületek, amelyek a kiindulási

anyag vagy anyagcsereterméke(i) formájában extrakció után is a mátrixban maradnak. Az extrakciós módszer alapjában
véve nem változtathatja meg magukat a vegyületeket vagy a mátrix szerkezetét. A kötés jellege részben mátrixmódosító
extrakciós módszerek, illetve kifinomult analitikai technikák segítségével tisztázható. Ez idáig kovalens, ionos és szorp-
ciós kötéseket, valamint zárványokat azonosítottak ilyen módon. A kötött maradványok létrejötte általában szignifikán-
san csökkenti a biológiai elérhetõséget és biológiai hozzáférhetõséget (10) [az IUPAC 1984-ben módosította (11)].

»Aerob átalakulás«: (oxidáló): molekuláris oxigén jelenlétében végbemenõ reakciók (12).
»,Anaerob átalakulás«: (redukáló): molekuláris oxigén kizárásával végbemenõ reakciók (12).
»Természetes vizek«: tavakból, folyókból, patakokból stb. származó felszíni vizek.
»Üledék«: ásványi és szerves kémiai komponensek keveréke, amelyek közül az utóbbiak magas szén- és nitrogéntar-

talmú és nagy molekulasúlyú vegyületek. A természetes vizekbõl ülepednek ki és azzal határfelületet képeznek.
»Mineralizáció«: a szerves vegyületek teljes mértékû lebomlása aerob körülmények között CO2-vé és H2O-vá, illetve

anaerob körülmények között CH4-gyé, CO2-vé és H2O-vá. E vizsgálati módszer vonatkozásában radioaktívan jelölt ve-
gyületek alkalmazásakor a mineralizáció egy molekula nagyfokú lebomlását jelenti, amelynek során egy jelölt szénatom
kvantitatívan oxidálódik vagy redukálódik, és az ennek megfelelõ mennyiségû 14CO2, illetve 14CH4 szabadul fel.

»Felezési idõ«: t0,5, a vizsgálandó anyag 50%-ának átalakulásához szükséges idõ, ha az átalakulás elsõrendû kinetiká-
val írható le; a felezési idõ független a kiindulási koncentrációtól.

»DT50 (lebomlási idõ 50)«: az az idõtartam, amely alatt a vizsgálandó anyag kiindulási koncentrációja 50%-kal csök-
ken.

»DT75 (lebomlási idõ 75)«: az az idõtartam, amely alatt a vizsgálandó anyag kiindulási koncentrációja 75%-kal csök-
ken.

»DT90 (lebomlási idõ 90)«: az az idõtartam, amely alatt a vizsgálandó anyag kiindulási koncentrációja 90%-kal csök-
ken.

1.3. Referenciaanyagok

Az átalakulási termékek spektroszkópiás és kromatográfiás módszerekkel történõ azonosításához és/vagy mennyiségi
méréséhez referenciaanyagokat kell alkalmazni.
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1.4. A vizs gá lan dó anyag gal kap cso la tos in for má ci ók

Az át ala ku lás se bes sé gé nek mé ré sé re nem je lölt vagy izo tóp pal je lölt vizs gá lan dó anya got is al kal maz ha tunk, bár
elõny ben kell ré sze sí te ni a je lölt anya go kat. Je lölt anyag ra olyan kor van szük ség, ha az át ala ku lá si út vo na la kat kí ván juk
ta nul má nyoz ni vagy anyag mér le get aka runk fel ven ni. A 14C je lö lés az aján lott, de más izo tó pok, így pél dá ul 13C, 15N, 3H
vagy 32P is al kal maz ha tó. A je lö lést le he tõ leg a mo le ku la leg sta bi labb ré szén vagy ré sze in kell el he lyez ni9. A vizs gá lan -
dó anyag ké mi ai és/vagy ra dio ké mi ai tisz ta sá gá nak leg alább 95%-nak kell len nie.

A vizs gá lat el vég zé se elõtt az aláb bi in for má ci ók kal kell ren del kez ni a vizs gá lan dó anyag ról:
a) old ha tó ság víz ben (A6. mód szer);
b) old ha tó ság szer ves ol dó sze rek ben;
c) gõz nyo más (A4. mód szer) és Hen ry-ál lan dó;
d) n-ok ta nol/víz meg osz lá si há nya dos (A8. mód szer);
e) ad szorp ci ós ko ef fi ci ens (adott eset ben Kd, Kf vagy Koc) (C18. mód szer);
f) hid ro lí zis (C7. mód szer);
g) disszo ci á ci ós ál lan dó (pKa) [112. szá mú OECD Út mu ta tó] (13);
h) vizs gá lan dó anyag ké mi ai szer ke ze te és adott eset ben az izo tóp je lö lés(ek) el he lyez ke dé se.
Meg jegy zés: A je len tés ben azt is fel kell tün tet ni, hogy a mé ré se ket mi lyen hõ mér sék le ten vé gez tük.
To váb bi hasz nos in for má ci ók le het nek a vizs gá lan dó anyag mik ro or ga niz mu sok ra gya ko rolt to xi ci tá sá val kap cso la -

tos in for má ci ók, a gyors és/vagy in he rens bi o ló gi ai le bont ha tó ság gal kap cso la tos ada tok, va la mint a ta laj be li ae rob és
ana e rob át ala ku lás sal össze füg gõ ada tok.

Ren del ke zés re kell hogy áll ja nak a vizs gá lan dó anya gok nak és át ala ku lá si ter mé ke ik nek víz ben és üle dék ben tör té nõ
mennyi sé gi és mi nõ sé gi meg ha tá ro zá sá ra szol gá ló ana li ti kai mód sze rek (ezen be lül az ext rak ci ós és edény zet tisz tí tá si
mód sze rek) (lásd az 1.7.2. sza kaszt).

1.5. A vizs gá la ti mód szer elve

Az itt is mer te tett mód szer egy ae rob és egy ana e rob vízi üle dék rend szert (lásd az 1. mel lék le tet) al kal maz, amely le he -
tõ vé te szi, hogy:

(i) mér jük a vizs gá lan dó anyag át ala ku lá sá nak se bes sé gét a víz-üle dék rend szer ben,
(ii) mér jük a vizs gá lan dó anyag át ala ku lá sá nak se bes sé gét az üle dék ben,
(iii) mér jük a vizs gá lan dó anyag és/vagy át ala ku lá si ter mé kei mi ne ra li zá ci ó já nak se bes sé gét (ha 14C-je lölt vizs gá lan -

dó anya got al kal ma zunk),
(iv) azo no sít suk és mennyi sé gi leg is meg ha tá roz zuk az át ala ku lá si ter mé ke ket a víz- és az üle dék fá zis ban, és ezen be -

lül anyag mér le get is ké szít sünk (ha je lölt vizs gá lan dó anya got al kal ma zunk),
(v) sö tét ben (pél dá ul az al ga vi rág zást el ke rü len dõ) és ál lan dó hõ mér sék le ten tör té nõ in ku bá lás sal mér jük a vizs gá lan -

dó anyag és át ala ku lá si ter mé kei meg osz lá sát a két fá zis kö zött. Ha az ada tok in do kol ják, meg kell ha tá roz ni a fe le zé si
idõt, va la mint a DT50-, DT75- és DT90-ér té ke ket is, de a kí sér le ti idõ sza kot jó val meg ha la dó idõ tar ta mok ra nem sza bad
ext ra po lál ni (lásd az 1.2. sza kaszt).

Leg alább két-két üle dék re és a hoz zá juk kap cso ló dó vi zek re van szük ség az ae rob, il let ve az ana e rob vizs gá la tok hoz
(7). Le het nek azon ban olyan ese tek is, ami kor több mint két fé le vízi üle dé ket kell hasz nál ni, így pél dá ul olyan ve gyi
anyag ese té ben, amely édes vi zek ben és/vagy ten ge ri kör nye zet ben is meg je len het.

1.6. A vizs gá lat al kal maz ha tó sá ga

A mód szer bár mi lyen ké mi ai anyag hoz al kal maz ha tó (le gyen az nem je lölt vagy je lölt anyag), amely hez lé te zik ki e lé -
gí tõ en pon tos és ér zé keny ana li ti kai mód szer. Eny hén il lé kony, nem il lé kony, víz ben old ha tó és víz ben ke vés sé old ha tó
ve gyü le tek re is al kal maz ha tó. A vizs gá lat nem al kal maz ha tó olyan ve gyü le tek re, ame lyek a víz ben nagy mér ték ben il lé -
ko nyak (pl. gáz ala kú nö vény vé dõ sze rek, szer ves ol dó sze rek), és ezért nem le het õket a vizs gá lat kí sér le ti kö rül mé nyei
kö zött a víz ben és/vagy az üle dék ben tar ta ni.

A mód szer rel az ed di gi ek ben ve gyi anya gok édes vi zek ben és üle dé ke ik ben tör té nõ át ala ku lá sát vizs gál ták, de elv ben
tor ko la ti/ten ge ri rend sze rek hez is al kal maz ha tó. Nem al kal mas azon ban fo lyó ví zi vagy nyílt ten ge ri kö rül mé nyek szi mu -
lá lá sá ra.

9 Ha pél dá ul a vizs gá lan dó anyag egy gyû rût tar tal maz, ak kor ezt a gyû rût kell meg je löl ni. Ha a vizs gá lan dó anyag két vagy több gyû rût is tar tal maz, eset leg
kü lön vizs gá la tot kell vé gez ni az egyes je lölt gyû rûk sor sá nak meg is me ré sé hez, il let ve az át ala ku lá si ter mé kek ke let ke zé sé vel kap cso la tos in for má ci ók össze -
gyûj té sé hez.
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1.7. Minõségi követelmények
1.7.1. Kinyerési fok
A vizsgálandó anyag hozzáadása után azonnal legalább két párhuzamos víz- vagy üledékminta extraktumát elemezve

kaphatjuk az analitikai módszer ismételhetõségével és a vizsgálandó anyag alkalmazására szolgáló eljárás egységessé-
gével kapcsolatos elsõ információkat. A kísérletek késõbbi szakaszában a kinyerési fokokat a vonatkozó anyagmérlegek
adják (ha jelölt anyagot alkalmazunk). Jelölt vegyi anyagok esetén 90% és 110% közé (6), nem jelölt vegyi anyagok ese-
tén pedig 70% és 110% közé kell esnie a kinyerési foknak.

1.7.2. Az analitikai módszer ismételhetõsége és érzékenysége
A vizsgálandó anyag és átalakulási termékei mennyiségi meghatározására használt analitikai módszer ismételhetõsé-

gét az átalakulási termékek megjelenéséhez elegendõ ideig végzett inkubálás után a vízbõl vagy üledékbõl egy extrahá-
lással nyert kivonat két párhuzamos mérésével ellenõrizhetjük (a kezdeti extrakciós hatásfok kivételével).

Az adott vizsgálandó anyagra és átalakulási termékeire az analitikai módszer kimutatási határának (limit of detection,
LOD) vízben vagy üledékben legalább 0,01 mg × kg–1-nak (mint vizsgálandó anyag), vagy – ha az a kisebb – egy vizsgá-
lati rendszerben alkalmazott kiindulási mennyiség 1%-ának kell lennie. Meg kell állapítani emellett a mennyiségi meg-
határozás határát (limit of qualification, LOQ) is.

1.7.3. Az átalakulási adatok pontossága
Ha a vizsgálandó anyag koncentrációjának idõfüggvényét regressziós analízisnek vetjük alá, akkor megfelelõ információ-

kat kaphatunk az átalakulási görbe pontosságáról, és lehetõvé válik a konfidenciahatárok kiszámítása a felezési idõkhöz
(pszeudo-elsõrendû kinetika esetén) vagy a DT50-értékekhez, illetve adott esetben a DT75- és DT90-értékekhez is.

1.8. A módszer ismertetése
1.8.1. Vizsgálati rendszer és készülék
A vizsgálatot üvegedényekben (pl. palackokban és centrifugacsövekben) kell végezni, kivéve, ha az elõzetes informá-

ciók (így például az n-oktanol/víz megoszlási hányados, a szorpciós adatok stb.) szerint a vizsgálandó anyag megtapad-
hat az üvegfelületen, ilyenkor esetleg fontolóra kell venni más szerkezeti anyag (így például teflon) alkalmazását. Az
alábbi módszerek alkalmazásával enyhíthetjük a problémát, ha ismert, hogy a vizsgálandó anyag megtapad az üvegfelü-
leten:

– meghatározzuk az üvegfelülethez kötõdõ vizsgálandó anyag és átalakulási termékek tömegét;
– a vizsgálat végén minden üvegedényt oldószerrel mosunk;
– formulázott terméket alkalmazunk (lásd még az 1.9.2. szakaszt);
– a vizsgálandó anyagot nagyobb mennyiségû társoldószerrel együtt vezetjük be a vizsgálati rendszerbe; csak olyan

társoldószert szabad használni, amely nem oldja a vizsgálandó anyagot.
A tipikus vizsgálati készülékekre, azaz a gázátfolyásos és a biométer-típusú rendszerre a 2., illetve 3. mellékletben lát-

hatunk példákat (14). További alkalmazható inkubáló rendszereket ismertet a (15) hivatkozás. A kísérleti berendezést
úgy kell kialakítani, hogy lehetõvé tegye a lég- vagy nitrogéncserét és az illékony termékek befogását. A berendezés mé-
reteit pedig úgy kell megválasztani, hogy teljesüljenek a vizsgálatra vonatkozó követelmények (lásd az 1.9.1. szakaszt).
A ventillációt vagy óvatos buborékoltatással, vagy a vízfelszín feletti levegõ- vagy nitrogénbefújással kell biztosítani.
Ez utóbbi esetben ajánlatos lehet a vizet felülrõl óvatosan kevertetni, hogy az oxigén vagy a nitrogén egyenletesebben
oszoljon szét a vízben. Nem szabad CO2-mentes levegõt használni, mivel az a víz pH-jának növekedését eredményezhe-
ti. Az üledék perturbációja egyik esetben sem kívánatos, és lehetõség szerint minél inkább kerülni kell. Az enyhén illé-
kony vegyi anyagokat biométer-típusú rendszerben kell vizsgálni a vízfelszín óvatos kevertetése mellett. Alkalmazható
továbbá légköri levegõs vagy nitrogénes gáztérrel rendelkezõ zárt rendszer is, amely az illékony termékek elnyeletésére
belsõ fiolákat tartalmaz (16). Aerob vizsgálatok esetében rendszeresen cserélni kell a gáztérben lévõ levegõt, hogy kom-
penzálni lehessen a biomassza oxigénfogyasztását.

Az illékony átalakulási termékek gyûjtésére alkalmas elnyeletõ folyadékok többek között a következõk: a szén-di-
oxidhoz 1 mol × dm–3 koncentrációjú kálium-hidroxid vagy nátrium-hidroxid oldat10, szerves vegyületekhez pedig az eti-
lénglikol, az etanolamin vagy 2%-os xilolos paraffinoldat. Az anaerob körülmények között képzõdõ illékony vegyüle-
tek, mint a metán, például molekulaszitákkal köthetõk meg. További lehetõség, hogy az ilyen illékony vegyületeket
CuO-dal töltött kvarccsövön átvezetve 900 °C hõmérsékleten CO2-vé oxidáljuk, és a képzõdött CO2-ot lúgos abszorber-
ben fogjuk fel (17).

10 Mivel az ilyen lúgos elnyeletõ oldatok a szellõztetõlevegõben lévõ, illetve az aerob kísérletekben a légzés nyomán képzõdõ szén-dioxidot is megkötik,
rendszeres idõközönként cserélni kell õket, hogy meg lehessen elõzni a telítõdésüket és abszorpciós kapacitásuk ezzel járó csökkenését.
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A vizsgálandó anyag és az átalakulási termékek elemzéséhez különféle laboratóriumi mûszerek szükségesek [pl.
gáz-folyadék kromatográf (GLC), nagy teljesítményû folyadékkromatográf (HPLC), vékonyréteg kromatográf (TLC),
tömegspektrométer (MS), gázkromatográf/tömegspektrométer (GC-MS), folyadékkromatográf/tömegspektrométer
(LC-MS), magmágeneses rezonancia berendezés (NMR) stb.], a radioaktívan jelölt vagy nem jelölt anyagokhoz alkal-
mas detektorrendszerrel. Ha radioaktívan jelölt anyagot alkalmazunk folyadékszcintillációs számlálóra és oxidáló ége-
tõkamrára is szükség van (az üledékmintáknak a radioaktivitás-mérés elõtti elégetéséhez).

A fizikai, kémiai és biológiai mérésekhez (lásd az 1.8.2.2. szakasz 1. táblázatát) további szokványos laboratóriumi
eszközök, illetve esetenként további üvegeszközök, vegyszerek és reagensek is szükségesek.

1.8.2. A vízi üledékminták kiválasztása és száma
A mintavételi helyeket minden esetben a vizsgálat céljával összhangban kell kiválasztani. A mintavételi helyek kivá-

lasztásakor figyelembe kell venni a korábbi mezõgazdasági, ipari vagy háztartási tevékenységek vízgyûjtõre és a felvi-
zekre gyakorolt hatását is. Nem szabad olyan üledékeket alkalmazni, amelyek az elõzõ 4 évben a vizsgálandó anyaggal
vagy szerkezeti analógjaival szennyezõdtek.

1.8.2.1. Az üledék kiválasztása
Az aerob vizsgálatokhoz általában kétféle üledéket kell alkalmazni (7), amelyeknek szerves széntartalom és szerkezet

szempontjából el kell térniük egymástól. Az egyik üledéknek legyen magas (2,5–7,5%) szervesszén-tartalma, és legyen fi-
nomszerkezetû, a másiknak pedig legyen alacsony (0,5–2,5%) a szervesszén-tartalma, és legyen durvaszerkezetû. A szerves-
szén-tartalom különbségének általában legalább 2%-nak kell lennie. A »finomszerkezet« > 50% [agyag + iszap]11 tartalmat,
a »durvaszerkezet« pedig < 50% [agyag + iszap] tartalmat jelent. A két üledék [agyag + iszap] tartalma különbségének álta-
lában legalább 20% kell lennie. Olyan esetekben, amikor a vegyi anyag sós vizekbe is eljuthat, legalább az egyik mintaként
tengeri eredetû víz-üledék rendszert kell használni.

A szigorúan anaerob vizsgálatban a két üledéket (és kapcsolódó vizeiket) a felszíni víztestek anaerob zónáiból kell
venni (7). Mind az üledék-, mind pedig a vízfázist óvatosan és az oxigén kizárása mellett kell kezelni és szállítani.

Az üledékek kiválasztásakor más paraméterek is fontosak lehetnek, amelyeket minden esetben egyedileg kell fontoló-
ra venni. Például az üledékek pH-tartománya is fontos lehet az olyan vegyi anyagok vizsgálata szempontjából, amelyek-
nek átalakulása és/vagy szorpciója pH-függõ. A szorpció pH-függését jellemezheti a vizsgálandó anyag pK a-értéke is.

1.8.2.2. A víz-üledék minták jellemzése
Az 1. táblázat összefoglalja a víz és az üledék legfontosabb mérendõ és (az alkalmazott módszerre való hivatkozással

együtt) rögzítendõ paramétereit, valamint azt, hogy ezeket a paramétereket a vizsgálatok melyik fázisában kell meghatá-
rozni. Tájékoztatásul: alkalmas elemzési módszerek találhatók a (18), a (19), a (20) és a (21) hivatkozásban.

Esetenként még további paramétereket is mérni és jelenteni kell [pl. édesvizek esetében: lebegõanyag, lúgosság, víz-
keménység, vezetõképesség, NO3/PO4 (arány és egyedi értékek); az üledékek esetében: kationcserélõ kapacitás, víztartó
képesség, karbonáttartalom, összes nitrogén és foszfor; valamint tengeri rendszerekben a sótartalom]. Különösen az ana-
erob átalakulás szempontjából hasznos lehet még a redoxkörülmények értékeléséhez a víz és az üledék nitrát-, szulfát-,
biológiailag hozzáférhetõ vas- és esetleges egyéb elektronakceptor-tartalmának meghatározása is.

11 Az [agyag + iszap] az üledék < 50 µm részecskeméretû ásványi frakciója.

A víz-üledék minták jellemzésére szolgáló paraméterek mérése (7) (22) (23)

Paraméter
A vizsgálati eljárás szakaszai

mintagyûjtés
minta kezelés

után
akklimatizáció

kezdete
vizsgálat kezdete

vizsgálat közbülsõ
szakaszai

vizsgálat vége

Víz

Eredet/forrás X

Hõmérséklet X

pH X X X X X

TOC X X X

O2-koncentráció X X X X X

Redoxpotenciál* X X X X

Üledék

Eredet/forrás X
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Paraméter
A vizsgálati eljárás szakaszai

mintagyûjtés
minta kezelés

után
akklimatizáció

kezdete
vizsgálat kezdete

vizsgálat közbülsõ
szakaszai

vizsgálat vége

A réteg mélysége X

pH X X X X X

Szemcseméret-elosz-
lás

X

TOC X X X X

Mikrobális bio-
massza**

X X X

Redoxpotenciál* Érzékszervi
(szín/szag)

X X X X

* A legfrissebb kutatási eredmények igazolták, hogy a víz oxigénkoncentrációjának és redoxpotenciáljának mérése nem rendelkezik sem mechanisztikus,
sem prediktív értékkel a felszíni vizek mikrobapopulációinak növekedése és fejlõdése szempontjából (24) (25). Az aerob biológiai átalakulási sebességek és
útvonalak értelmezését és értékelését jobban segíti a biológiai oxigénigény (BOI, a mintavételkor, illetve a vizsgálat kezdetén és végén), a mikro- és makrotáp-
anyagok, a Ca, a Mg és a Mn (a vizsgálat kezdetén és végén) vízben, illetve az összes N és az összes P (a mintavételkor és a vizsgálat végén) üledékben történõ
meghatározása.
** Az aerob vizsgálatokhoz mikroba légzési ráta módszer (26), gázzal történõ fertõtlenítési módszer (27) vagy mikroszkópos számlálás (pl. baktériumok, su-
gárgombák, gombák és teljes kolóniák); az anaerob vizsgálatokhoz metánképzõdési sebesség.

1.8.3. Mintavétel, kezelés és tárolás
1.8.3.1. Mintavétel
Az üledékekbõl történõ mintavételhez a fenéküledékek mintavételérõl szóló ISO útmutató-tervezetet (8) kell használ-

ni. Az üledék teljes 5–10 cm-es felsõ rétegébõl üledékmintákat kell venni. Az ehhez társított vizet ugyanarról a helyrõl
kell venni, és ugyanabban az idõben, mint az üledéket. Az anaerob vizsgálathoz az üledék és víz mintavételét, valamint
szállítását oxigén kizárása mellett kell végezni (28) (lásd az 1.8.2.1. szakaszt). Egyes mintavevõ eszközöket a (8) és a
(23) hivatkozás ismertet.

1.8.3.2. Kezelés
Az üledéket 2 mm-es szitán végzett nedves szûréssel választjuk el a víztõl, nagy feleslegben alkalmazva azonos helyrõl

származó, helyileg elvezetett vizet. Ezt követõen inkubáló lombikban ismert mennyiségû üledéket és vizet a kívánt arányban
egymáshoz keverünk (lásd az 1.9.1. szakaszt), és elõkészítjük az akklimatizálódási periódusra (lásd az 1.8.4. szakaszt). Az
anaerob vizsgálathoz a kezelés minden lépését oxigén kizárása mellett kell végezni (29) (30) (31) (32) (33).

1.8.3.3. Tárolás
A frissen gyûjtött üledék és víz alkalmazása a legelõnyösebb, de ha tárolás szükséges, akkor az üledéket és a vizet a

fentiek szerint le kell szûrni, majd sötétben, 4 ± 2 °C-on, vízzel elárasztva (6–10 cm-es vízréteg) kell együtt tárolni õket,
legfeljebb 4 hétig (7) (8) (23). Az aerob vizsgálatokhoz alkalmazott mintákat szabad levegõbeáramlás mellett kell tárolni
(pl. nyitott edényekben), az anaerob vizsgálatok esetében viszont oxigén kizárásával. Vigyázni kell arra, hogy a szállítás
és tárolás során az üledék és a víz ne fagyjon ki, illetve az üledék ne száradjon ki.

1.8.4. Az üledék/víz minták elõkészítése a vizsgálathoz
A vizsgálandó anyag hozzáadása elõtt akklimatizációs idõszakot kell hagyni, amelyhez minden üledék/víz mintát a fõ

vizsgálathoz használt inkubáló edénybe kell tenni, és az akklimatizáció idején pontosan ugyanazokat a körülményeket
kell fenntartani, mint a fõ vizsgálatban (lásd az 1.9.1. szakaszt). Az akklimatizációs idõszak ahhoz szükséges, hogy a
rendszer a pH, a víz oxigénkoncentrációja, az üledék és a víz redoxpotenciálja és a fázisok makroszkopikus elkülönülése
tekintetében viszonylag stabillá váljon. Az akklimatizáció idõtartama általában egy-két hét, de semmiképpen sem halad-
hatja meg a négy hetet. Az ebben a szakaszban végzett mérések eredményeit is fel kell tünteti a jelentésben.

1.9. A vizsgálat elvégzése
1.9.1. Kísérleti körülmények
A vizsgálatot az inkubáló berendezésben kell végezni (lásd az 1.8.1. szakaszt) úgy, hogy a víz és az üledék térfogatá-

nak aránya 3:1 és 4:1 között legyen, az üledék vastagsága pedig 2,5 cm (± 0,5 cm)12. Javasolt az egyes inkubáló edények-
be minimum 50 g üledéket (szárazsúly) tenni.

12 A legutóbbi kutatások szerint a 4 °C-on való tárolás az üledék szervesszén-tartalmának csökkenését okozhatja, ami esetleg a mikrobális aktivitás csökkené-
séhez vezethet (34).
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A vizsgálatot sötétben, 10 °C és 30 °C közötti állandó hõmérsékleten kell végezni. A legmegfelelõbb a (20 ± 2) °C.
Egyes esetekben, a vizsgálattól várt információk függvényében fontolóra lehet venni, hogy a méréseket más, alacso-
nyabb hõmérsékleten (pl. 10 °C-on) is elvégezzék. Az inkubálási hõmérsékletet folyamatosan ellenõrizni kell, és a jelen-
tésben is fel kell tüntetni.

1.9.2. A vizsgálandó anyag kezelése és alkalmazása
A vizsgálathoz egyféle koncentrációban kell használni a vegyi anyagot13. A közvetlenül a vizekbe jutott növényvédõ

szerek esetében a címkén lévõ maximális adagolást kell a vizsgálati edényben lévõ víz felszíne alapján kiszámolt maxi-
mális alkalmazási rátának venni. Minden más esetben a környezeti kibocsátásokon alapuló elõrejelzések alapján kell ki-
választani az alkalmazandó koncentrációt. Ügyelni kell arra, hogy a vizsgálandó anyagot olyan koncentrációban alkal-
mazzuk, amely lehetõvé teszi az átalakulási útvonal jellemzését, valamint az átalakulási termékek képzõdésének és fo-
gyásának mérését. Olyan esetekben, amikor a vizsgálandó anyag koncentrációja a vizsgálat kezdetén közel van a kimu-
tatási határhoz és/vagy a vizsgálandó anyag alkalmazási rátájának 10%-át kitevõ mennyiségben jelen lévõ fõ átalakulási
termékeket nem lehet könnyen kimutatni, akkor magasabb (pl. 10-szeres) dózisok alkalmazására lehet szükség. Ha azon-
ban magasabb tesztkoncentrációkat alkalmazunk, ellenõrizni kell, hogy nem gyakorolnak-e jelentõs káros hatásokat a
víz-üledék rendszer mikrobális aktivitására. Ahhoz, hogy a vizsgálandó anyag állandó koncentrációban legyen jelen a
különféle méretû edényekben, indokoltnak tûnhet az alkalmazott anyagmennyiség megfelelõ beállítása az alapján, hogy
hogyan aránylik egymáshoz az edénybeli és a terepi vízoszlopmélység (amely utóbbit 100 cm-nek feltételezzük, de ettõl
eltérõ mélységek is alkalmazhatók). Ilyen számításra lásd a 4. mellékletben található példa.

A vizsgálandó anyagot ideálisan vizes oldat formájában kell a vizsgálati rendszer vízfázisába juttatni. Ha elkerülhetet-
len, akkor a vizsgálandó anyag bejuttatására és eloszlatására a vizsgálati rendszerben kis mennyiségben felhasználha-
tunk vízzel elegyedõ oldószereket is (például acetont, etanolt), de az oldószerek mennyisége nem haladhatja meg az
1 térfogatszázalékot, és nem lehetnek káros hatásaik a vizsgálati rendszer mikrobális aktivitására. A vizsgálandó anyag
vizes oldatának elõállításakor is gondosan kell eljárni, és a teljes homogenitás érdekében oldatkészítõ oszlopot vagy elõ-
keverést is lehet alkalmazni. Érdemes a vizes fázist óvatosan megkeverni, miután a vizes oldatot a rendszerbe juttattuk,
vigyázva arra, hogy az üledéket a lehetõ legkevésbé keverjük fel.

Formulázott termékek alkalmazása általában nem ajánlott, mivel a készítmény összetevõi befolyásolhatják a vizsgá-
landó anyag és/vagy az átalakulási termékek megoszlását a víz- és az üledékfázis között. A vízben rosszul oldódó vizsgá-
landó anyagok esetében azonban megfelelõ alternatíva lehet a formulázott anyag alkalmazása.

Az inkubáló edények száma a mintavétel gyakoriságától függ (lásd az 1.9.3. szakaszt). Megfelelõ számú vizsgálati
rendszert kell alkalmazni ahhoz, hogy minden mintavételhez két-két rendszert tudjunk felhasználni. Ha minden egyes
vízi üledékrendszerhez van kontrollegység, ezeket nem szabad a vizsgálandó anyaggal kezelni. A kontrollegységeket
arra használhatjuk, hogy a vizsgálat végén meghatározzuk az üledék mikrobás biomasszáját, illetve a víz és az üledék tel-
jes szervesszén-tartalmát. A kontrollegységek közül kettõt (mindkét víziüledék-mintához egyet-egyet) arra használha-
tunk fel, hogy az akklimatizációs idõszakban nyomon kövessük az üledékben és a vízben a megfelelõ paramétereket
(lásd az 1.8.2.2. szakasz táblázatát). Ha a vizsgálandó anyagot oldószerrel juttatjuk be a rendszerbe, akkor még további
két kontrollegységre van szükség, hogy mérni tudjuk az oldószernek a vizsgálati rendszer mikrobális aktivitására gyako-
rolt káros hatásait is.

1.9.3. A vizsgálat idõtartama és a mintavétel
A kísérlet idõtartama általában nem lehet több 100 napnál (6). Akkor fejezhetõ be, amikor elegendõ eredmény van a

bomlási útvonal és a víz/üledék megoszlás lefutásának megállapítására, vagy amikor a vizsgálandó anyag 90%-a az át-
alakulás és/vagy az elpárolgás miatt elfogy a rendszerbõl. A vizsgálat kezdetét is beleszámítva legalább hat alkalommal
kell mintákat venni, ez kiegészíthetõ a megfelelõ mintavételi rend és vizsgálati idõtartam meghatározására szolgáló, op-
cionális elõzetes vizsgálattal (lásd az 1.9.4. szakaszt), ha korábbi vizsgálatok alapján nem áll rendelkezésre elegendõ
adat a vizsgálandó anyagról. Hidrofób anyagok esetében a vizsgálat kezdeti szakaszában esetleg további mintavételi idõ-
pontok beiktatására is szükség lehet a víz- és üledékfázis közötti megoszlási hányados meghatározásához.

A megfelelõ mintavételi idõpontokban komplett inkubáló edényeket veszünk ki a vizsgálatokhoz, (mindig kettõt a
párhuzamos mérésekhez). Az üledéket és felette lévõ vizet külön-külön analizáljuk14. A felszíni vizet óvatosan kell eltá-
volítani, vigyázva arra, hogy eközben ne keverjük fel az üledéket. A vizsgálandó anyag és az átalakulási termékek kivo-
nását és jellemzését megfelelõ analitikai eljárásokkal kell elvégezni. Gondoskodni kell arról, hogy eltávolítsuk az esetle-
gesen az inkubáló edény falán vagy az illékony anyagok befogására használt elnyeletõk összekötõ vezetékein megtapadt
anyagokat is.

13 Ha az alacsonyabb koncentrációkat kellõ pontossággal lehet mérni, hasznos lehet a vizsgálat elvégzése egy másik koncentrációértékkel is az olyan vegyi
anyagok esetén, amelyek többféle útvonalon is bejuthatnak a felszíni vizekbe, ezért szignifikánsan eltérõ koncentrációban jelenhetnek meg.
14 Azokban az esetekben, ha az anaerob átalakulási termékek könnyen és gyorsan újraoxidálódhatnak, az anaerob körülményeket a mintavétel és a vizsgálatok
idõtartama alatt is fenn kell tartani.
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1.9.4. Opcionális elõzetes vizsgálat

Ha a vizsgálat idõtartamát és a mintavételi rendet nem lehet meghatározni a vizsgálandó anyaggal kapcsolatos más
vizsgálatok eredményei alapján, célszerû lehet opcionális elõzetes vizsgálatot végezni a végleges vizsgálathoz javasolt-
tal egyezõ körülmények között. A jelentésben a megfelelõ kísérleti körülményeket és az elõzetes vizsgálatok eredmé-
nyeit is össze kell foglalni.

1.9.5. Mérések és elemzések

Minden egyes mintavételi idõpontban meg kell határozni, és fel kell jegyezni a vizsgálandó anyag és az átalakulási
termékek koncentrációját mind a vízben, mind az üledékben (abszolút koncentráció és az alkalmazott mennyiséghez vi-
szonyított százalékos arány). Általában minden olyan átalakulási terméket azonosítani kell, amely bármelyik mintavételi
idõpontban a teljes víz-üledék rendszerben alkalmazott radioaktivitás � 10%-át reprezentáló mennyiségben detektálha-
tó, kivéve, ha ennek elhagyása megfelelõen megindokolható. Meg kell fontolni a fenti küszöbérték alatt maradó, de vizs-
gálat során folyamatosan növekvõ mennyiségû átalakulási termékek azonosítását is, mert ezeknél tartós fennmaradásra
utalhatnak az eredmények. Az esetleges perzisztencát mindig egyedileg kell értékelni és a jelentésben megfelelõen indo-
kolni.

A gáz/illékony komponens elnyeletõ rendszerben mért eredményeket (CO2 és egyéb anyagok, pl. illékony szerves ve-
gyületek) is minden mintavételi idõpontra fel kell tüntetni a jelentésben. Szerepeltetni kell a mineralizációs rátákat. Meg
kell adni az üledékben lévõ nem extrahálható (kötött) maradványokat is minden mintavételi pontra.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Mindegyik mintavételre ki kell számítani a hozzáadott radioaktivitás teljes mérlegét vagy kinyerési fokát (lásd az
1.7.1. szakaszt). Az eredményeket a hozzáadott radioaktivitás százalékában kell kifejezni. A radioaktivitásnak a víz és az
üledék közötti megoszlását koncentrációértékként és százalékos arányként is meg kell adni minden mintavételi idõ-
pontban.

Ki kell számolni a vizsgálandó anyag felezési idejét, DT50-értékét, valamint adott esetben DT75- és DT90-értékét is a
konfidenciahatárokkal együtt (lásd az 1.7.3. szakaszt). Információt lehet kapni a vizsgálandó anyag vízre és üledékre vo-
natkoztatott kiürülési sebességérõl is a megfelelõ kiértékelõ módszerek segítségével. Ilyen módszerek például a pszeu-
do-elsõrendû kinetikák alkalmazása, a grafikus vagy numerikus megoldásokat alkalmazó empirikus görbeillesztési tech-
nikák, illetve a még komplexebb eljárások, amelyek például egy- vagy több-kompartmentumos modelleket alkalmaz-
nak. Ezzel kapcsolatos további részletek a szakirodalomban találhatók (35) (36) (37).

Minden megközelítésnek megvannak a maga elõnyei és hátrányai és komplexitásuk tekintetében is igen sokfélék le-
hetnek. Az elsõrendû kinetika feltételezése a bomlási és megoszlási folyamatok túlzott leegyszerûsítését jelentheti, de
amikor lehetséges, könnyen érthetõ és mind a szimulációs modellek, mind a becsült környezeti koncentrációk számítása
szempontjából értékes eredményt (sebességi állandó vagy felezési idõ) szolgáltat. Az empirikus módszerek vagy a lineá-
ris transzformációk jobb görbeillesztést eredményezhetnek, így pontosabban lehet becsülni a felezési idõket, a DT50-ér-
tékeket, valamint adott esetben a DT75- és a DT90-értékeket is. A kapott állandók alkalmazhatósága azonban korlátozott.
A kompartmentumos (környezeti elemeket alkalmazó) modellekkel egy sor hasznos állandót kaphatunk, amelyek a koc-
kázatfelmérések szempontjából értékesek, mivel leírják a vegyi anyag különbözõ környezeti elemekben végbemenõ
degradációját és megoszlási arányait is, továbbá felhasználhatók a fõ átalakulási termékek képzõdéséhez és lebomlásá-
hoz tartozó sebességi állandók becslésére is. A módszer kiválasztását minden esetben megfelelõen indokolni kell, és a
kísérletezõnek grafikusan és/vagy statisztikailag igazolnia kell az illesztés jóságát.

3. JELENTÉS

3.1. Vizsgálati jelentés

A vizsgálati jelentésnek a következõket kell tartalmaznia:

vizsgálandó anyag:

– hétköznapi név, kémiai elnevezés, CAS-szám, szerkezeti képlet [radioaktívan jelölt anyagok alkalmazása esetén a
jelölés(ek) elhelyezkedése] és a lényeges fizikai-kémiai tulajdonságok (lásd az 1.5. szakaszt);
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– a vizsgálandó anyag tisztasága (szennyezései);
– a jelölt vegyi anyagok radiokémiai tisztasága és moláris aktivitása (adott esetben).
Referenciaanyagok:
– az átalakulási termék jellemzésére és/vagy azonosítására alkalmazott referenciaanyagok kémiai elnevezése és szer-

kezete.
A vizsgálathoz használt üledékek és vizek:
– a vízi üledékminták vételének mintavételi helye(i) és ez(ek) ismertetése, ezen belül lehetõleg a korábbi szennyezé-

sek története;
– a víz-üledék rendszerek gyûjtésével, esetleges tárolásával és akklimatizációjával kapcsolatos összes információ;
– a víz-üledék minták tulajdonságai, az 1.8.2.2. szakasz táblázatában foglaltak szerint.
Kísérleti körülmények:
– az alkalmazott vizsgálati rendszerek (pl. átfolyásos, biométer, a szellõzés módja, a keverési módszer, a víz térfoga-

ta, a víz- és az üledékréteg vastagsága, a tesztedény méretei stb.);
– a vizsgálandó anyag bejuttatása a vizsgálati rendszerbe: a vizsgálatban alkalmazott koncentrációk, a párhuzamos és

kontrollmérések száma, a vizsgálandó anyag alkalmazásának módja (pl. oldószer használata) stb.;
– inkubálási hõmérséklet;
– a mintavételek idõpontjai;
– extrakciós módszerek és hatékonyságuk, valamint az analitikai módszerek és kimutatási határok;
– az átalakulási termékek jellemzésére/azonosítására alkalmazott módszerek;
– a kísérleti protokolltól vagy vizsgálati feltételektõl való eltérések a vizsgálat folyamán.
Eredmények:
– reprezentatív elemzések nyers adatai (minden nyers adatot a GLP-archívumban kell tárolni);
– az alkalmazott analitikai módszerek ismételhetõsége és érzékenysége;
– kinyerési fokok (az érvényes vizsgálat százalékértékeit az 1.7.1. szakasz adja meg);
– az alkalmazott kiindulási dózis százalékában és mg × kg–1 egységekben kifejezett, az üledékre, vízre és teljes rend-

szerre vonatkoztatott (utóbbira csak százalékos) eredmények táblázatos összefoglalása a vizsgálandó anyagra, valamint
adott esetben az átalakulási termékekre és a nem extrahálható radioaktivitásra is;

– anyagmérleg a vizsgálatok közben és végén;
– a vízfrakcióban, az üledékfrakcióban és a teljes rendszerben végbemenõ átalakulás (ezen belül mineralizáció) grafi-

kus megjelenítése;
– mineralizációs sebességek;
– felezési idõ, DT50 (esetenként DT75 és DT90 is) a vizsgálandó anyagra és adott esetben annak fõ átalakulási termékei-

re az üledékben, vízben és a teljes rendszerben, a konfidenciahatárok feltüntetésével;
– a vizsgálandó anyag és adott esetben fõ átalakulási termékeinek átalakulási kinetikájának becslése;
– adott esetben az átalakítás feltételezett útvonalai;
– az eredmények diszkussziója.
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1. melléklet

Útmutató az aerob és anaerob vizsgálati rendszerekhez

Aerob vizsgálati rendszer

Az ebben a módszerben ismertetett aerob vizsgálati rendszer egy aerob vízrétegbõl (a tipikus oxigénkoncentráció 7 és
10 mg × l–1 közötti) és egy üledékrétegbõl áll, amelynek felszíni része aerob, felszín alatti része pedig anaerob (az üledék
anaerob zónájában a tipikus átlagos redoxpotenciál (Eh) –80 és –190 mV között változik). A víz felszíne felett nedvesí-
tett levegõt vezetnek át minden inkubációs egységen, hogy kellõ oxigénszintet tartsanak a gáztérben.

Anaerob vizsgálati rendszer

Az anaerob vizsgálati rendszernél a vizsgálati eljárás lényegében megegyezik az anaerob rendszernél vázolttal, azzal
a különbséggel, hogy itt minden inkubációs egységen nedvesített nitrogént vezetnek át a víz felszíne felett, hogy nitro-
géngázteret tartsanak fenn. Ha a redoxpotenciál (Eh) –100 mV-nál alacsonyabb, akkor az üledék és a víz is anaerobnak
tekinthetõ.

Az anaerob vizsgálatban, a mineralizáció vizsgálata magában foglalja a képzõdött széndioxid és metán mérését is.
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2. melléklet

Példa egy gázátvezetéses készülékre

Biztonsági csapda, üres
1. csapda: etilénglikol az illékony szerves anyagok megkötésére
2. csapda: 0,1 m kénsav a lúgos illékony anyagok megkötésére
3. és 4. csapda: 2 m nátrium-hidroxid a CO2 és más savas illékony anyagok megkötésére
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3. melléklet

Példa egy biométer készülékre
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4. mel lék let

Mintaszámítás a tesztedényben alkalmazandó dózishoz

A hen ger bel sõ át mé rõ je: = 8 cm
Víz osz lop mély ség az üle dék nél kül: = 12 cm
Víz fel szín nagy sá ga: 3,142 × 42 = 50,3 cm2

Al kal ma zá si arány: 500 g vizs gá lan dó anyag/ha 5 µ g/cm2-nek fe lel meg
Tel jes µg: 5 × 50,3 = 251,5 µg

A mennyi ség kor ri gá lá sa a 100 cm-es mély ség re: 12 × 251,5 ¸ 100 = 30,18 µg
A víz osz lop tér fo ga ta: 50,3 × 12 = 603 ml

Kon cent rá ció a víz ben: 30,18 ¸ 603 = 0,050 µg/ml vagy 50 µg/l
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ELÕFIZETÉSI FELHÍVÁS

Kor mány ren de let fel ha tal ma zá sa alap ján je len te ti meg a
Mi nisz ter el nö ki Hi va tal a Ma gyar Köz löny mel lék le te ként
a HIVATALOS ÉRTESÍTÕT. A lap he tente, szerdánként,
te ma ti kus fõ ré szek ben hi te le sen köz li a leg fõbb ál la mi,
 önkormányzati, tár sa dal mi, gaz da sá gi szer vek, il let ve
szer ve ze tek sze mé lyi, szer ve ze ti, igaz ga tá si és kép zé si,
va la mint a hír köz lé si te vé keny ség (frek ven cia gaz dál ko -
dás, táv köz lés, pos ta ügy, in for ma ti ka) köz le mé nye it, to-
váb bá az üz le ti élet hí re it. Té rí té si díj el le né ben köz zé-
tesszük a Kincs tá ri Va gyo ni Igaz ga tó ság vagyonértéke-
sítési pá lyá za ta it, az ál la mi, tár sa dal mi, gaz da sá gi szer-
vezetek, par la men ti pár tok, ka ma rák, he lyi ön kor mány za-
tok, egy há zak, kü lön bö zõ kép vi se le tek köz le mé nye it.
 Fizetett hir de tés ként – akár szí nes ol da la kon is – he lyet
kap hat nak az Ér te sí tõ ben a gaz dál ko dó szer ve ze tek,
egye te mek, ala pít vá nyok, de ma gán sze mé lyek közér-
deklõdésre szá mot tar tó köz lé sei is.
Õszin tén re mél jük, hogy a hí rek, in for má ci ók, köz le mé -
nyek egy lap ban tör té nõ pon tos és rend sze re zett for-
mában va ló köz re adá sá val si ke rül ha té ko nyab bá és
 eredményesebbé ten ni elõ fi ze tõ ink tá jé ko zó dá sát a hi-
vatali és üz le ti élet ben. Az ér dek lõ dõk szá má ra egyéb
hasz nos in for má ci ó kat is nyújt a lap.

Az Eu ró pai Unió Hi va ta los Lap ja 2004. má jus 1-jé tõl az
Eu ró pai Unió hi va ta los nyel ve ként ma gya rul is meg je le -
nik. A hi vatalos lap L és C so rozatból áll.
Az L (Le gis la ti on) so ro zat ban ke rül nek ki adás ra az Eu ró -
pai Unió ha tá lyos jog sza bá lyai, az ún. el sõd le ges jog for rá -
sok (ala pí tó szer zõ dé sek, csat la ko zá si szer zõ dé sek, tár-
su lá si szer zõ dé sek), to váb bá az aláb bi jog for rá sok: ren-

de le tek, irány el vek, ha tá ro za tok.

Az EU Hi va ta los Lap já ban tör té nõ köz zé té telt kö ve tõ en
az év fo lyam és a kö tet szá má ra, va la mint a meg je le nés
dá tu má ra hi vat ko zás sal, cím sze rint, 2004. má jus 1-jé tõl
fo lya ma to san tá jé koz ta tást adunk a  hivatalos lap L ki adá -
sa i ban meg je le nõ jo gi ak tu sok ról a Ma gyar Köz löny mel-
lék le te ként meg je le nõ Hi va ta los Értesí tõben.
A lap elõ fi ze tés ben meg ren del he tõ a Ma gyar Hi va ta los
Köz löny ki adó 1085 Bu da pest, Somog yi Bé la u. 6.
címén, le vélcím: 1394 Bu dapest 62., Pf. 357; faxszám:
318-6668.
2006. évi éves elõfizetési díja: 13 356 Ft  áfával.
A HIVATALOS ÉRTESÍTÕ egyes számai megvásárol-
hatók a ki adó köz löny bolt já ban (1085 Bu da pest,  Somogyi 
Béla u. 6. te lefon/fax: 267-2780) vagy a Köz löny Cent rum-
ban (1072 Bu dapest, Rá kóczi út 30., bejárat a Do hány u.
és Nyár u. sarkán, telefon: 321-5971, fax: 321-5275).

M E G R E N D E L Õ L A P

Meg ren de lem a HIVATALOS ÉRTESÍTÕ cí mû la pot ......... pél dányban, és kérem a kö vetkezõ címre kézbe -
síteni:

Meg ren de lõ ne ve: .....................................................................................................................................

cí me (vá ros/köz ség, irá nyí tó szám): .......................................................................................

ut ca, ház szám: ......................................................................................................................

Ügy in té zõ (te le fon szám): ...........................................................................................................................

2006. évi elõ fi ze té si díj fél év re 6678 Ft áfá val

egy év re 13 356 Ft áfá val

Szám lát ké rek a be fi ze tés hez.

Kér jük, a négy zet be tör té nõ X be je lö lés sel je lez ze az elõ fi ze tés idõ tar ta mát.

Kelt.: ..............................................................

                      ............................................................................
                             cég szerû aláírás
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ELÕFIZETÉSI FELHÍVÁS

A jog al ko tás ról szó ló 1987. évi XI. tör vény ren del ke zik – töb bek kö zött – a Ma gyar Köz tár sa ság  Kormánya hi va ta los
lap já nak, a Ha tá ro za tok Tá rának meg je len te té sé rõl.
A Ha tá ro za tok Tá rát szer kesz ti a Mi nisz ter el nö ki Hi va tal a Szer kesz tõ bi zott ság köz re mû kö dé sé vel, éven te mint egy
60 al ka lom mal je le nik meg.
A Ha tá ro za tok Tá ra a Kor mány nak azo kat a ha tá ro za ta it (két ez res) köz li, ame lyek nek köz zé té te lét a Kor mány el-
ren del te, to váb bá tar tal maz za a mi nisz ter el nök ha tá ro za ta it, a Mi nisz ter el nö ki Hi va talt  vezetõ mi nisz ter ha tá ro za ta it,
va la mint a mi nisz té ri u mok, az or szá gos ha tás kö rû szer vek, az ön kor mány za tok köz le mé nye it, hir det mé nye it, kü-
lön fé le tá jé koz ta tó it, to váb bá azo kat a köz le mé nye ket stb., ame lye ket a Mi nisz ter el nö ki Hi va talt ve ze tõ mi nisz ter
en ge dé lyez.

A Ha tá ro za tok Tá ra meg ren del he tõ a Ma gyar Hi va ta los Köz löny ki adó cí mén (Bu da pest VIII., So mogyi Béla u. 6.;
postacím: 1394 Bu dapest 62, Pf. 357) vagy a 318-6668 fax számán.
Éves elõ fizetési dí ja 2006. év re: 20 664 Ft áfá val.
Pél dá nyon ként meg vá sá rol ha tó a ki adó köz löny bolt já ban (1085 Bu da pest, Somogy i Bé la u. 6., te l./fax: 267-2780)
vagy a Közlöny Cent rumban (1072 Bu dapest, Rá kóczi út 30., bejárat a Do hány u. és Nyár u. sar kán, te l.: 321-5971,
fax: 321-5275).

MEGRENDELÕLAP
Meg ren de lem a

HATÁROZATOK TÁRA

címû lapot .................  példányban.

A meg ren de lõ (cég) ne ve: ...............................................................................................................................

Cí me (vá ros, irá nyí tó szám): ............................................................................................................................

Ut ca, ház szám: ...............................................................................................................................................

Az ügy in té zõ ne ve, te le fon szá ma: ..................................................................................................................

A meg ren de lõ (cég) bank szám la szá ma: ........................................................................................................

2006. évi elõ fi ze té si díj egy év re: 20 664 Ft  áfá val.

fél év re: 10 332 Ft  áfá val.

Csek ket ké rek a be fi ze tés hez

Kér jük, a négy zet be tör té nõ X be je lö lés sel je lez ze az elõ fi ze tés idõ tar ta mát!

A meg ren delt pél dá nyok el len ér té két a pos ta költ ség gel együtt, a szál lí tást kö ve tõ szám la kézhez vétele után,
8 napo n be lül a Ma gyar Hi va ta los Köz löny ki adó nak a szám lán fel tün te tett pénz for gal mi jel zõ szá má ra át utal juk.

Kel te zés: .......................................................

                         ......................................................................
                               cég szerû aláírás
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ELÕFIZETÉSI  FELHÍVÁS

A Mi nisz ter el nö ki Hi va tal és a Bel ügy mi nisz té ri um kö zös szer kesz té sé ben ha von ta meg je le nõ

ÖNKORMÁNYZATOK KÖZLÖNYE

az ön kor mány za tok szá má ra mû kö dé sük so rán hasz nos és nél kü löz he tet len tá jé ko zó dá si for rás.
A ki ad vány el sõ há rom ré sze az ön kor mány za to kat érin tõ, új on nan ki hir de tett jog sza bá lyo kat (tör-
vények, ren de le tek – ide ért ve az ön kor mány za ti ren de le te ket is –, al kot mány bí ró sá gi és egyéb
 határozatok) köz li. Ne gye dik fõ ré sze köz le mé nye ket, pá lyá za ti fel hí vá so kat és tá jé koz ta tá so kat (szak-
tár cák köz le mé nyei, az Ál la mi Szám ve võ szék aján lá sai, az ön kor mány za tok ál tal el nyer he tõ támoga-
tások pá lyá za ti fel té te lei, az ön kor mány za tok éves pénz ügyi be szá mo lói, ala pí tó ok ira tok stb.) tar tal-
maz.

Az Ön kor mány za tok Köz lö nye elõ fi ze tés ben meg ren del he tõ a Ma gyar Hi va ta los Köz löny ki adó
(1085 Bu da pest, So mogyi Bé la u. 6.) cí mén (pos tacím: 1394 Bu dapest 62. Pf. 357) vagy a 318-6668 fax -
szá mán.
2006. évi éves elõfizetés díja: 5040 Ft áfával; féléves elõ fizetés: 2620 Ft áfával.

Pél dá nyon ként meg vá sá rol ha tó a ki adó köz löny bolt já ban (1085 Bu da pest, So mogyi Bé la u. 6.,
tel./fax:  267-2780) vagy a Köz löny Cent rumban (1072 Bu dapest, Rá kóczi út 30., bejárat a Do hány u. és
Nyár u. sar kán, tel.: 321-5971, fax: 321-5275).

MEGRENDELÕLAP

Meg ren del jük az Ön kor mány za tok Köz lö nye címû la pot .................  példányban.

A meg ren de lõ (cég) ne ve: ...........................................................................................................

Cí me (vá ros, irá nyí tó szám): ........................................................................................................

Ut ca, ház szám: ...........................................................................................................................

Az ügy in té zõ ne ve, te le fon szá ma: ...............................................................................................

A meg ren de lõ (cég) bank szám la szá ma: .....................................................................................

A meg ren delt pél dá nyok el len ér té két a pos ta költ ség gel együtt, a szál lí tást kö ve tõ szám la kézhez-
vétele után, 8 na pon be lül a Ma gyar Hi va ta los Köz löny ki adó nak a szám lán fel tün te tett pénz for gal mi
jel zõ szá má ra át utal juk.

Kel te zés: ………………………………………

                         ……………………………………………
                               cég szerû aláírás
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