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154. szam
I1. kotet

Ara: 2277, Ft

vizsgalati modszereirdl és a vizsgalatok eredményeinek értékelé-
sérél szolo 54/2003. (IX. 1.) ESZCSM-KvVM-BM egyiittes
rendelet modositasarol

Il. rész JOGSZABALYOK

A Kormany tagjainak

rendeletei

Az egészségiigyi miniszter,

a kornyezetvédelmi és viziigyi miniszter,
valamint a beliigyminiszter
56/2005. (XI. 29.) EiiM-KvVM-BM
egyiittes rendelete
a veszélyes anyagok és a veszélyes készitmények
tulajdonsagainak vizsgalati médszereirol
és a vizsgalatok eredményeinek értékelésérol szolo

54/2003. (IX. 1.) ESZCSM-KvVM-BM
egyiittes rendelet modositasarol

A kémiai biztonsagrol szolo 2000. évi XXV. torvény
34. §-a (4) bekezdésének c¢) pontjaban kapott felhatalma-
zas alapjan a kovetkezoéket rendeljiik el:

1.§

A veszélyes anyagok és a veszélyes készitmények
tulajdonsagainak vizsgalati modszereirdl és a vizsgalatok
eredményeinek értékelésérdl szolo 54/2003. (IX. 1.)
ESZCSM-KvVM-BM egyiittes rendelet (a tovabbiakban:
e.R.) melléklete a kdvetkezok szerint modosul:

a) az,,A” rész, Mddszerek a fizikai tulajdonsagok meg-
hatarozasahoz az 1. szdamu melléklet szerinti A.21. fejezet-
tel egésziil ki;

b) a,B” rész, Modszerek a toxikoldgiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz B.1. Akut toxicitas trisz (oralis) — Akut
toxicitasi osztaly modszer fejezet helyébe a 2. szamu mel-
léklet szOvege 1ép;

¢) a,B” rész, Mddszerek a toxikoldgiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz B.1. Akut toxicitas bis (oralis) — Fix do-
zis modszer fejezet helyébe a 3. szdamu melléklet szovege
lép;

d) a,B” rész, Mdodszerek a toxikoldgiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz B.4. Akut toxicitds (bdrirritacio) feje-
zet helyébe a 4. szamu melléklet szovege 1ép;

e) a,B” rész, Mddszerek a toxikoldgiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz B.5. Akut toxicitas (szemirritacio) feje-
zet helyébe az 5. szamu melléklet szovege 1ép;



2 MAGYAR KOZLONY

2005/154/11. szdm

/) a,B” rész, Modszerek a toxikoldgiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz B.31. Teratogenitdsi vizsgalat rag-
csalokon és nem-ragcsalokon fejezet helyébe a 6. szamu
melléklet szovege 1ép;

g) a,B”rész, Modszerek a toxikologiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz B.35. Kétgeneracios reprodukcios
toxicitasi vizsgalat fejezet helyébe a 7. szamu melléklet
szovege 1ép;

h) a,B” rész, Modszerek a toxikoldgiai tulajdonsagok
meghatarozasdhoz a 8. szdmu melléklet szerinti B.42. ¢és
B.43. fejezettel egésziil ki,

i) a ,,C” rész, Az Okotoxicitds meghatarozasara szol-
galdé modszerek a 9. szamu melléklet szerinti C.21-24.
fejezetekkel egésziil ki.

2.§

Az e.R. 2. §-anak (2) bekezdése helyébe a kdvetkezd
rendelkezés 1ép:

»(2) Ez a rendelet a veszélyes anyagok osztalyozasara,
csomagolasara és cimkézésére vonatkozo torvényi, rende-
leti és kozigazgatasi rendelkezések kozelitésérdl szolo,
1967. junius 27-i 67/548/EGK tanacsi iranyelv

— 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 iranyelvekkel moddositott —
V. mell¢kletének valo megfelelést szolgalja.”

3.8

(1) Ez a rendelet a kihirdetését kdvetd 8. napon 1ép ha-
talyba.

(2) Ez a rendelet a veszélyes anyagok osztalyozasara,
csomagolasara és cimkézésére vonatkozd torvényi, rende-
leti és kozigazgatasi rendelkezések kozelitésérdl szold
67/548/EGK tanacsi iranyelvnek a miszaki fejlddéshez
torténd huszonkilencedik hozzaigazitdsardl szolo, 2004.
aprilis 29-1 2004/73/EK tanacsi iranyelvnek valo megfele-
1ést szolgélja.

Dr. Racz Jend s. k.,

egészségligyi miniszter

Dr. Persanyi Miklos s. k.,
kornyezetvédelmi és viziigyi
miniszter

Dr. Lamperth Monika s. k.,
beliigyminiszter
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1. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EtiM—KvVM-BM egviittes rendelethez

A.21. OXIDALO TULAJDONSAGOK (FOLYADEKOK)

1. MODSZER

1.1. Bevezetés

Ezzel a vizsgalati moédszerrel egy folyékony anyag azon képességét mérhetjiik, hogy milyen mértékben képes egy ég-
hetd anyag égésének sebességét vagy intenzitasat ndvelni, vagy olyan keveréket képezni egy éghetd anyaggal, amely 6n-
gyulladasra képes, ha a két anyagot alaposan 0sszekeverik. A modszer az oxidald folyadékok vizsgalatara szolgalod
ENSZ-moédszeren (1) alapul, illetve egyenértékii azzal. Mivel azonban az A.21. mddszer elsésorban arra szolgal, hogy
kielégitse a 67/548 iranyelv kdvetelményeit, csak egyetlen referenciaanyaggal kell az 6sszehasonlitast elvégezni. Mas
referenciaanyagok vizsgalatara és dsszehasonlitasara akkor lehet sziikség, ha a vizsgalatok eredményeit varhatéan mas
célokra hasznéljak fel'.

Nem kell elvégezni ezt a vizsgalatot, ha a szerkezeti képlet alapjan kétségkiviil megallapithato, hogy az anyag nem ké-
pes exoterm reakcioba 1épni egy éghetd anyaggal.

Hasznos, ha a vizsgalat elvégzése eldtt rendelkeziink elézetes informaciokkal az anyag potencialis robbanasveszé-
lyességi tulajdonsagairol.

Nem alkalmazhat6 a vizsgalat szilard anyagokra, gazokra, robbanasveszélyes vagy erésen tlizveszélyes anyagokra
vagy szerves peroxidokra.

Eléfordulhat, hogy nem kell elvégezni ezt a vizsgalatot, ha az oxidalé folyadékok vizsgélatara szolgaldo ENSZ-mod-
szerrel (1) mar megvizsgaltak az anyagot, és rendelkezésre allnak ennek eredményei.

1.2. Fogalommeghatdrozasok és egységek

»Atlagos nyomdsemelkedési idé«: az a mért atlagos id6, amely alatt a vizsgalt keverék nyomésa a 1égkori nyomas fe-
lett 690 kPa-r6l 2070 kPa-ra emelkedik.

1.3. Referenciaanyag

. r . r I3 . r [ . s . I3 2
Referenciaanyagként 65 tomegszazalékos vizes salétromsav (analitikai mindségii) sziikséges”.

Adott esetben, ha a vizsgalo elére tudja, hogy a vizsgalat eredményeit végiil mas célokra hasznalhatjak’, célszerii lehet
tovabbi referenciaanyagokat is megvizsgalni’.

1.4. A vizsgalati modszer elve

A vizsgalando folyadékot 1:1 tomegaranyban Osszekeverjiik rostos celluldzzal és nyomastartd edénybe tessziik. Ha a
keverés vagy betoltés soran dngyulladas 1ép fel, nincs sziikség tovabbi vizsgalatra.

Ha nem [¢ép fel dngyulladés, az egész vizsgalatot el kell végezni. A keveréket a nyomastartd edényben heviteni kell,
majd meg kell mérni, hogy atlagosan mennyi id6 sziikséges ahhoz, hogy a nyomads a 1égkdri nyomas felett 690 kPa-rol
2070 kPa-ra emelkedjen. Ezt kell azutdn 0sszehasonlitani a referenciaanyag(ok) és celluloz 1:1 aranyu keverékével ka-
pott atlagos nyomasemelkedési idovel.

1.5. Mindségi kévetelmények

Egyetlen anyagon elvégzett 6t kisérletben egyik eredmény sem térhet el 30%-nal nagyobb mértékben a szamtani at-
lagtol. Az atlaghoz képest 30%-nal nagyobb eltérést mutatd eredményeket el kell vetni, tokéletesiteni kell a keverési és
betdltési eljarast, majd meg kell ismételni a vizsgalatot.

! Ahogyan példaul az ENSZ széllitési rendeleteinek keretében.
% A savat a vizsgalat elétt titralni kell annak érdekében, hogy ellenérizziik a koncentraciojat.

* PL 50 w/w%-os perklorsav és 40 w/w%-os natrium-klorat keriil hasznélatra az (1) hivatkozasban.
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1.6. A vizsgalati modszer leirdsa
1.6.1. Elokészités
1.6.1.1. Az éghetd anyag

Eghet6 anyagként 50-250 [ szalhosszusagh és 25 Om* atlagos szalatmérdjii szaraz, rostos cellulozt kell hasznalni.
Maximum 25 mm vastag rétegben, 105 °C-on, 4 6ran at, tomegallanddsagig kell szaritani, majd lehtilésig, illetve felhasz-
nalasig nedvszivo anyag jelenlétében a szaritoberendezésben kell tartani. A szaraz celluldz viztartalmanak a szaraz to-
meg 0,5%-a alatt kell lennie’. Ennek eléréséhez sziikség esetén hosszabb széritési id6t kell alkalmazni®. A vizsgalat soran
ugyanazt a tétel cellulozt kell hasznalni.

1.6.1.2. A berendezés

1.6.1.2.1. A nyomastartd edény

Sziikség van egy nyomastartd edényre. Az edény henger alaktl, acél nyomastartd edény, amelynek hossza 89 mm, kiil-
sO atmérdje pedig 60 mm (lasd az 1. abrat). A két ellentétes oldalon sik feliilet van kialakitva (itt az edény keresztmetszeti
mérete S0 mm-re csokken), amely megkonnyiti a kezelést, amikor becsavarjak a gyajtodugot €s a szell6zodugot. Az edé-
nyen atmend 20 mm atmérdji furatot az egyik végén 19 mm mélységben kibovitik, és abba 17-0s csdmenetet (British
Standard Pipe = BSP) vagy azzal egyenértékii metrikus menetet vagnak. A nyomaselvezetd, amely egy oldalag, a nyo-
mastartd edény ivelt falaba van becsavarozva, 35 mm-re az edény egyik végétol, s 90°-os szogben a megmunkalt sik fe-
lillethez képest. Az erre a célra szolgald menetes furat 12 mm mély, és 1/2"-o0s csémenettel (vagy ezzel egyenértékli met-
rikus menettel) van ellatva az oldalag végén levé menetnek megfeleléen. Ha sziikséges, a gaztomorség érdekében egy
inert tomités is beilleszthetd. A 6 mm atmérdjii atmend furattal ellatott oldalag 55 mm-re nyulik ki a nyomastart6 edény-
bol. Az oldalag végén a furat fel van bovitve, és csavarmenettel van ellatva membranos nyomasatalakité szamara. Bar-
milyen nyomasméré eszkoz alkalmazhato, feltéve, hogy ellendll a forr6é gdzoknak vagy bomlastermékeknek, és legfel-
jebb 5 ms alatt képes 690-2070 kPa nyomasemelkedést érzékelni.

A nyomastartd edénynek az oldalagtol tavolabbi vége gyujtodugoval van lezarva, amelyben két elektroda van, ame-
lyek koziil az egyik szigetelve van a dugoé testétdl, a masik pedig azzal elektromosan érintkezik. A nyomastartd edény
masik vége egy hasadotarcsaval van lezarva (hasadd nyomasa kortilbeliil 2200 kPa), amelyet egy 20 mm-es furattal ella-
tott rogzitddugo tart a helyén. Sziikség esetén a gdztomdrség biztositdsara a gyjtodugdhoz inert tomités alkalmazhato.
A hasznélat sordn a szerelvényt egy allvanyzat (2. dbra) tartja megfeleld helyzetben. Ez dltalaban egy 235 mm % 184 mm
x 6 mm méretl lagyacél alaplapbol és egy 185 mm hossziisagi 70 mm x 70 mm X 4 mme-es zart szelvénybdl all.

A zart szelvény egyik végén a két szemben levo oldalbol egy-egy szakaszt kivagnak tigy, hogy két lapos labrész j6jjon
1étre, amely felett 86 mm hosszusagban megmarad az érintetlen zart szelvény. Ezeknek a lapos részeknek a végét a zart
szelvény hossztengelyéhez képest 60°-os szogben levagjak és az alaplaphoz hegesztik. A zart szelvény felsé végén az
egyik oldalba 22 mm széles és 46 mm mély hornyot vagnak igy, hogy ha a nyomastarto edény szerelvényt a gyijtodugo-
val lefel¢ a zart szelvénybe belehelyezik, az oldaladg a horonyba illeszkedik. Tavtartoként 30 mm széles és 6 mm vastag
acéldarabot hegesztenek a zart szakasz alul levo belso feliiletére. Két ellentétes oldalon egy-egy 7 mme-es fiiles csavar
rogziti a nyomastartd edényt a helyén. Egy-egy 12 mm széles és 6 mm vastag acélszalag van hozzahegesztve a két lapos
labhoz a zart szakasz als6 végénél, amely a nyomastartd edényt alulrdl tamasztja meg.

1.6.1.2.2. A gytjtorendszer

A gyujtérendszer 25 cm hosszu, 0,6 mm atmérdji és 3,85 ohm/m ellenallast Ni/Cr huzalbol all. A huzalt egy 5 mm at-
mérdjli rad segitségével tekercs alakura kell csavarni, és a gyjtodugoban 1€v0 elektrodakhoz kell kapcsolni. A tekercset
a 3. abran bemutatottak valamelyikének megfelelden kell kialakitani. Az edény alja és a gyujtotekercs alja kdzotti tavol-
sagnak 20 mm-nek kell lennie. Ha az elektrodak nem allithatok, a gytijtohuzalnak a tekercs és az edény alja kozotti végeit
keramiakopennyel kell szigetelni. A huzalt egy legalabb 10 A-t szolgaltatd allandd aramu tapegységgel kell fiiteni.

1.6.2. A vizsgalat elvégzése’

A nyomasatalakito €s a fiitérendszer felszerelése utan, de még a hasadotarcsa behelyezése eldtt, a berendezést ugy kell
tartani, hogy a gyujtodug6 alul legyen. Egy iiveg f6z6poharban egy keverdbot segitségével a vizsgaland6 folyadékbol
2,5 g-ot dssze kell keverni 2,5 g szaraz cellul6zzal®. Biztonsagi okokbol a keverést ugy kell végezni, hogy a vizsgalatot
végzd személy és a keverék kozott legyen egy biztonsagi védélemez. Ha a keverék a keverés vagy betdltés soran meg-
gyullad, nincs sziikség tovabbi vizsgalatokra. A keveréket kisebb adagokban és iitdgetve a nyomastartd edénybe kell tol-
teni, vigyazva arra, hogy a keverék a gyujtotekercs koriil gytiljon 6ssze és megfelelden érintkezzen azzal. Fontos, hogy a
betdltés soran a tekercs ne torzuljon, mivel ez hibas eredményekhez vezethet’. Ezt kvetéen be kell tenni a hasadotarcsat
a helyére, majd szorosan be kell csavarozni a tartodugdt. A megtoltott edényt a hasadotarcsaval felfelé a robbanto all-

P1. Whatman Column Chromatographic Cellulose Powder CF 11, katalogusszam: 4021 050.

(P1.) Karl-Fisher titralassal ellenérizve.

Ez a viztartalom szintén elérhetd (pl.) 24 6ras 105 °C-on vakuum alatt torténd melegitéssel.

Az oxidaloszerek cellulozzal készitett keverékeit potencialisan robbanasveszélyesnek kell tekinteni, és ennek megfeleld dvatossaggal kell kezelni.

A gyakorlatban ez Gigy érhetd el, hogy a vizsgalando folyadékbol és a cellulozbol a kisérlethez sziikségesnél nagyobb mennyiségben készitjiik el az 1:1 ara-
nyu keveréket, majd 5 + 0,1 g-ot tesziink beldle a nyomastartd edénybe. A keveréket minden egyes kisérlethez frissen kell elkésziteni.

Kiilonosen keriilni kell, hogy a tekercs egymassal szomszédos menetei egymashoz érjenek.



2005/154/11. szdm MAGYAR KOZLONY 5

vanyra kell helyezni, amelyet egy megfeleld, fémboritasu flistkamraban vagy robbantokamraban kell elhelyezni. Az
aramforrast a gytjtddugo kiilso csatlakozdihoz kell kapcesolni, és 10 A aramot kell rakapcsolni. A keverés megkezdése és
az aram bekapcsolasa kozott nem telhet el 10 percnél hosszabb idé.

A nyomasatalakité altal 1étrehozott jelet megfeleld rendszerrel rogziteni kell, amely lehetévé teszi mind az eredmény
kiértékelését, mind pedig a nyomas valtozasanak folyamatos rogzitését az id6 fiiggvényében (pl. egy szalagos iromii-
szerhez kapcsolt tranziens iromiiszer). A keveréket addig kell heviteni, amig a hasadotarcsa el nem torik, vagy legalabb
60 masodpercig. Ha a hasadotarcsa nem torik el, meg kell varni, amig a keverék lehtil, majd a megfeleld 6vintézkedések
betartasaval, az esetleges nyomasndvekedésre szamitva, dvatosan szét kell szerelni a berendezést. A vizsgalando anyag-
gal és a referenciaanyaggal vagy referenciaanyagokkal is 6t kisérletet kell végezni. Fel kell jegyezni azt az id6t, amely
alatt a nyomas a 1égkori nyomas felett 690 kPa-r6l 2070 kPa-ra emelkedik. Ki kell szamitani az atlagos nyomasemelke-
dési 1d6t.

Bizonyos esetekben az anyagok olyan (vagy til magas vagy tul alacsony) nyomasemelkedést idézhetnek eld, amelyet
nem az anyag oxidalo tulajdonsagait jellemzd kémiai reakciok okoznak. Ilyen esetekben sziikség lehet arra, hogy a vizs-
galatot celluloz helyett egy inert anyaggal, pl. kovafolddel megismételjiik, és igy tisztdzzuk a reakcio jellegét.

2. ADATOK

Nyomasemelkedési idé mind a vizsgaland6 anyag, mind a referenciaanyag(ok) esetében.

Nyomasemelkedési id6 az inert anyaggal végzett vizsgalat esetén, ha ilyen is tortént.

2.1. Az eredmények kezelése

Mind a vizsgaland6 anyag, mind a referenciaanyag(ok) esetében ki kell szdmitani az atlagos nyomasemelkedési idot.

Ki kell szdmitani az atlagos nyomasemelkedési iddt az inert anyaggal végzett vizsgalat esetén (ha ilyen is tortént).
Az 1. tablazatban a kapott eredményekre lathatunk példat.

1. tabldzat

Példaik az eredményekred

Anyag® Atlagos nyoméserTlellfedési i(?(')' cellulozzal
készitett 1:1 aranyt keverékben (ms)

Ammonium-dikromat, telitett vizes oldat 20 800
Kalcium-nitrat, telitett vizes oldat 6 700
Vas(III)-nitrat, telitett vizes oldat 4133
Litium-perklorat, telitett vizes oldat 1 686
Magnézium-perklorat, telitett vizes oldat 777
Nikkel-nitrat, telitett vizes oldat 6250
Salétromsav, 65% 4767°
Perklorsav, 50% 1217
Perklorsav, 55% 59
Kalium-nitrat, 30%-os vizes oldat 26 690
Eziist-nitrat, telitett vizes oldat b
Natrium-klorat, 40%-os vizes oldat 2 555°%
Natrium-nitrat, 45%-os vizes oldat 4133
Inert anyag
Viz : celluléz -°

* Laboratoriumok kozotti dsszehasonlité vizsgalatokbol kapott atlagérték.

® Nem érte el a 2070 kPa-os maximalis nyomast.

° A telitett oldatokat 20 °C-on kell elkésziteni.

4 Az ENSZ szallitasi rendszer szerinti osztalyozast lasd az (1) hivatkozasban.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek a kovetkez6 informaciokat kell tartalmaznia:
a vizsgalt anyag neve, 0sszetétele, tisztasaga stb.;

a vizsgalt anyag koncentracidja;

a celluloz szaritasara alkalmazott modszer;

— az alkalmazott cellul6z viztartalma;
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— amérések eredményei;

— az inert anyaggal kapott vizsgalatok eredményei, ha tortént ilyen;

— a szamitott atlagos nyomasemelkedési idok;

— az ett6l a modszertdl vald barmely eltérés és annak okai;

— az eredmények értékelése szempontjabol Iényeges 0sszes egyéb informacio;

3.2. Az eredmények értelmezése"

A vizsgélatok eredményeit a kdvetkezdk alapjan kell értelmezni:

a) avizsgalt anyagbdl és cellulozbol készitett keverékben fellép-e ongyulladas; és

b) anyomasnak a légkori nyomas felett 690 kPa-r6l 2070 kPa-ra valo emelkedéséhez sziikséges atlagos id6 dsszeha-
sonlitasa a referenciaanyag(ok) esetén mért értékekkel.

Oxidalé hatasunak kell tekinteni egy folyékony anyagot, ha:

a) cellulozzal alkotott 1:1 tdmegaranyu keverékében ongyulladas [ép fel; vagy

b) cellulozzal alkotott 1:1 tdmegaranyu keverékében az atlagos nyomasemelkedési id6 kisebb vagy egyenld a 65 to-
megszazalékos vizes salétromsav és celluloz 1:1 tdmegaranyu keverékében mérttel.

A téves pozitiv eredmények elkeriilése érdekében az eredmények értelmezésekor sziikség esetén figyelembe kell ven-
ni a folyadék inert anyaggal torténd vizsgalatakor kapott eredményeket is.

19 Az ENSZ szallitasi rendeletek szerinti, tobb referenciaanyaggal mért eredmények értelmezéséhez lasd az (1) hivatkozést.

4. HIVATKOZASOK

(1) ,,Ajanlasok a veszélyes aruk szallitasara, Vizsgalatok és kritériumok kézikonyv’” harmadik javitott kiadasa, az ENSZ
kiadvany szama: ST/SG/AC.10/11/Rev.3), 1999. 342. oldal, O.2 vizsgalat: oxidalo folyékony anyagok vizsgalata.
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2. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EiiM—KvVM-BM egyiittes rendelethez

B.lc. AKUT ORALIS TOXICITAS — AKUT TOXIKUS OSZTALY MODSZER

1. MODSZER
Ez a vizsgalati modszer egyenértékii az OECD TG 423 (2001) modszerrel.

1.1. Bevezetés

Az itt ismertetett akut toxikus osztaly modszer (1) egy 1épcsdzetes eljaras, amelyben 1épésenként harom azonos ivara
allatot hasznalnak. Az elhullasi aranytol és/vagy az allatok elhullaskozeli allapotatdl fiiggden atlagosan 2—4 [épésre lehet
sziikség a vizsgalandd anyag akut toxicitasanak megitéléséhez. Az eljaras reprodukalhato, nagyon kevés allatot kell
haszndlni hozza, és hasonld médon lehet vele mindsiteni az anyagokat, mint a tobbi akut toxicitas vizsgalati modszerrel.
Az akut toxikus osztaly mddszer rogzitett dozisokkal végzett biometriai vizsgalatokon (2) (3) (4) (5) alapul, amelyek
megfelelden el vannak valasztva egymastol, hogy lehetdvé tegyék az anyag besorolasi €s veszélyfelmérési célokra torté-
nd mindsitését. Az 1996-ban jovahagyott mddszert széles korben validaltak a szakirodalombdl vett in vivo LDsjy-adatok-
kal szemben mind nemzeti (6), mind pedig nemzetkdzi (8) szinten.

Arrél, hogy egy adott célra melyik a legmegfeleldbb vizsgalati modszer, az Akut Oralis Toxicitasi Vizsgalatok Utmu-
tatojaban (8) talalhato iranymutatas. Ez az Gtmutat6 tovabbi informacidkat is tartalmaz a B.1c. vizsgalati modszer alkal-
mazasaval és értelmezésével kapcsolatosan.

Nincs sziikség a vizsgalando anyagok olyan dozisokban torténd alkalmazasara, amelyek korrdzios vagy sulyosan irri-
talo hatasuk miatt kifejezett fajdalmat vagy szorongast okoznak. Az elhullaskozeli allapotban 1év6 allatokat vagy azokat,
amelyek nyilvanvaldan fajdalmakkal kiiszkddnek, vagy sulyos és tartos szorongés jeleit mutatjak, humanus modon ex-
terminalni kell, és ugyanugy kell figyelembe venni ket az eredmények értelmezésekor, mint azokat az allatokat, ame-
lyek elhullottak a vizsgalatok soran. A megjosolhatod vagy kozeli elhullas felismerését segitd iranymutatas, valamint az
elhullas kdzelében 1évo vagy sulyosan szenvedd allatok exterminalasara vonatkozo dontési kritériumok egy masik ut-
mutatoban (9) talalhatok.

A moddszer elére meghatarozott dozisok alkalmazasan alapul, és a kapott eredmények lehetové teszik, hogy az anyagot
az akut toxicitast okozo anyagok besorolasara szolgald Vegyi anyagok osztalyozasanak és cimkézésének egyetemes har-
monizalt rendszere (GHS) szerint mindsitsiik és soroljuk be (10).

A méddszer elvben nem alkalmas az LDs, pontos kiszamitasara, de lehetévé teszi azoknak az expozicids tartomanyok-
nak a meghatarozasat, amelyeknél letalitas varhato, mivel a f6 végpont ebben a vizsgalatban is az allatok egy részének
elhullasa. Ez a modszer csak akkor teszi lehetévé az LDsy-érték meghatarozasat, ha legalabb két dozis 0%-nal magasabb,
de 100%-nal alacsonyabb elhullasi aranyt eredményez. A vizsgalandé anyagtol fliggetleniil az elére meghatarozott dozi-
sok alkalmazasa ¢€s a kifejezetten a kiilonféle allapotokban megfigyelt allatok szamahoz k&t6d6 besorolas noveli a labo-
ratoriumok altal készitett jelentések egységességét €s a vizsgalatok ismételhetdségét.

A vizsgald laboratoriumnak a vizsgalat elvégzése el6tt a vizsgaland6 anyaggal kapcsolatos minden rendelkezésre 4116
informdciot figyelembe kell vennie. Ilyen informaciok az anyag megjeldlése és kémiai szerkezete; fizikai-kémiai tulaj-
donsagai; barmely mas, az anyaggal elvégzett in vitro vagy in vivo toxicitasi vizsgalat eredményei; szerkezetileg rokon
anyagok toxikoldgiai adatai; valamint az anyag varhat6 alkalmazésa(i). Ezekre az informacidkra azért van sziikség, hogy
minden érintett meggy6z0djon arrol, hogy a vizsgalat relevans az emberi egészség védelme szempontjabol, €s eldsegiti
majd a legmegfelelobb kezd6dozis kivalasztasat.

1.2. Fogalommeghatdrozasok

»Akut oralis toxicitas«: a vizsgalando anyag egyszeri vagy 24 6ran beliil tobbszori dozisanak szajon at torténd beada-
sat kovetden jelentkezo karos hatasok.

»Keésleltetett elhullds«: egy éallat 48 o6ran beliil nem hull el vagy nem tlinik elhullaskdzeli allapotban 1évonek, de ké-
sObb, a 14 napos megfigyelési idészak soran elpusztul.

»Dozis«: avizsgalandd anyag beadott mennyisége. A dozist a vizsgdlando anyagnak a kisérleti allatok testtomeg-egy-
ségére szamitott tomegében (mg/kg) fejezik ki.

»GHS«: Vegyi anyagok osztalyozdsanak és cimkézésének egyetemes harmonizalt rendszere. Az OECD (emberi
egészség és kornyezet), az ENSZ Veszélyes Anyagok Szallitasanak Szakértéi Bizottsaga (fizikai-kémiai tulajdonsagok)
¢és az ILO (veszély nyilvanossagra hozatala) kozos tevékenysége, amelyet a Szervezetek Kozotti Program a Vegyi Anya-
gok Helyes Kezelésére (IOMC) koordinal.

»Kozeli elhullas«: amikor a legkdzelebbi tervezett megfigyelés idépontja el6tt elhullaskozeli allapot kialakulasa vagy
elhullas varhatd. Ragesalok esetében erre utal6 jelek lehetnek a goresok, az oldalhelyzet, a fekvéhelyzet €s a remegés. [A
tovabbi részleteket lasd a Humane Endpoints Guidance Documentben (9)].
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»LDs (kbzepes letalis oralis dozis)«: a vizsgalando anyag statisztikailag levezetett egyszeri olyan dozisa, amely orali-
san beadva az allatok 50%-anak elhullasat okozza. Az LDs,-értéket a vizsgalandd anyagnak a kisérleti allatok test-
tomeg-egységére szamitott tomegében (mg/kg) fejezik ki.

»Hatdrdozis«: egy, a vizsgalhatdsag felso hataranal 1évé dozis (2000 vagy 5000 mg/kg).

»Elhullaskozeli allapot«: az esetleges kezelés ellenére is elhullas kozelében 1évo allapot vagy tulélésre valo képtelen-
ség. [A tovabbi részleteket lasd a Humane Endpoints Guidance Documentben (9)].

»Megjosolhato elhullds«: akisérlet tervezett vége el6tt, a jovoben egy ismert iddpontban val6 elhullasra utald klinikai
tiinetek megléte, példaul: a viz vagy az élelem elérésére vald képtelenség. [A tovabbi részleteket 14sd a Humane End-
points Guidance Documentben (9)].

1.3. A vizsgalat elve

A vizsgalat alapelve, hogy a 1épésenként minimalis szamu allatot alkalmaz6 1épcsézetes eljaras alapjan elegendd in-
forméacio6 nyerhetd a vizsgalandd anyag akut toxicitasarol ahhoz, hogy be lehessen azt sorolni. Az anyagot szajon at és a
meghatarozott dozisok egyikét alkalmazva adjak be a kisérleti allatok egy csoportjanak. Az anyagot 1épcsézetes eljaras-
sal vizsgaljak, ahol minden Iépésben harom azonos ivaru (altaldban ndéstény) allatot hasznalnak. A kezelt allatokban az
anyaggal 0sszefliggd elhullas vagy annak hidnya hatdrozza meg a kovetkezo 1épést, azaz:

— nincs sziikség tovabbi vizsgalatra,

— tovabbi harom allat vizsgalata torténik ugyanazzal a dozissal,

— tovabbi harom allat vizsgalata torténik a kdvetkezé nagyobb vagy kisebb dozissal.

A vizsgalati eljaras tovabbi részletei az 1. mellékletben talalhatok. A modszer alkalmazasaval dontést lehet hozni
arrél, hogy a vizsgalando anyag a rogzitett LDs,-hatarértékek segitségével megallapitott toxicitasi osztalyok melyikébe
sorolhato be.

1.4. A modszer ismertetése

1.4.1. Az allatfaj kivalasztasa

A preferalt ragesalofaj a patkany, bar mas ragesaléfajok is alkalmazhatok. Altaliban néstényeket haszndlnak (9).
Ennek az az oka, hogy a hagyomanyos LDs,-vizsgalatokra vonatkozé szakirodalom attekintése alapjan 4ltalaban kicsi a
kiilonbség a nemek érzékenysége kozott, de azokban az esetekben, amikor megfigyelhetd kiilonbség, a ndstények altala-
ban valamivel érzékenyebbek (11). Azonban ha a szerkezetileg rokon vegyiiletek toxikologiai vagy toxikokinetikai tu-
lajdonsagaival kapcsolatos adatok szerint a himek nagyobb érzékenysége valoszintisithetd, akkor himeket kell alkalmaz-
ni. Megfeleléen meg kell indokolni, ha a vizsgalatot himekkel végzik.

Altalanosan hasznalt laboratériumi torzsekbdl szarmazé egészséges, fiatal felnétt allatokat kell alkalmazni. Olyan
néstényeket kell valasztani, amelyek még egyszer sem ellettek, és nem vemhesek. Az adagolas megkezdésekor az alla-
toknak 8—12 hetesnek kell lenniiik, és testtomegiik nem térhet el £20%-nal tobbel az esetlegesen korabban kezelt allatok
testtomegének atlagatol.

1.4.2. Az allatok tartasanak ¢€s etetésének koriilményei

A kisérleti allatokat 22 °C (£3 °C) homérsékletii helyiségben kell tartani. Bar a helyiség relativ paratartalmanak leg-
alabb 30%-nak kell lennie, illetve a takaritas id6tartamatol eltekintve lehetleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek
50 és 60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mesterséges; 12 6ras vilagos és 12 6ras sotét periddusok valtsak egy-
mast. Az etetéshez standard laboratériumi takarmany alkalmazhato, korlatlan mennyiségii ivoviz biztositasa mellett. Az
allatokat lehet vizsgalt dozisonként egy ketrecben tartani, de az egy ketrecben 1évo allatok szamat ugy kell megvalaszta-
ni, hogy az ne zavarja az egyes allatok megfigyelését.

1.4.3. Az allatok elokészitése

Az allatokat véletlenszeriien kell kivalasztani, majd egyedi azonositoval kell ellatni, és a kezelés megkezdése elott
legalabb 5 napig a ketreciikben kell tartani 6ket, hogy hozzaszokhassanak a laboratériumi koriilményekhez.

1.4.4. A dozisok elokészitése

A vizsgalando6 anyagokat altalaban a vizsgaland6 ddzistartomanyon beliil allando térfogatban kell beadni ugy, hogy a
vizsgalatot kovetd kockazatértékelés szempontjabol megfelelobb lehet, ha a vizsgalando anyagot higitatlanul, azaz al-
land6 koncentracidoban alkalmazzak, illetve egyes hatosagok ezt irjak el6. A maximalisan beadhat6 doézistérfogatot azon-
ban egyik esetben sem szabad tullépni. Az, hogy egyszerre maximalisan mekkora térfogatu folyadékot lehet beadni, a ki-
sérleti allat méretétdl fiigg. Ragesalok esetében a térfogat altalaban nem haladhatja meg az 1 m1/100 g testtomeg-aranyt:
vizes oldatok esetében azonban 2 ml/100 g testtomeg-arany is megfontolhatd. A doziskészitmény formulazasa tekinteté-
ben — ahol lehet — a vizes oldatok/szuszpenziok/emulziok alkalmazasa javasolt, masodsorban az olajos (pl. kukorica-
csira-olajban elkészitett) oldatok/szuszpenzidok/emulziok, és harmadsorban esetlegesen mas vivoanyagokban elkészitett
oldatok. A viztdl eltérd vivoanyagok esetében ismerni kell a vivéanyag toxikoldgiai tulajdonsagait. A dozisokat a beadas
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el6tt rovid idével kell elkésziteni, kivéve, ha ismert és igazoltan elfogadhatd a készitmény stabilitisa az alatt az
alkalmazas id6tartama alatt.

1.5. Eljaras

1.5.1. A doézisok beadésa

A vizsgéalando anyagot egyetlen dozisban, gyomorszondan vagy egy megfeleld intubacids kaniilon at torténd taplalas-
sal kell beadni. Abban a rendkiviili esetben, ha nem lehetséges egyetlen dozist alkalmazni, a d6zis egy 24 6rat nem meg-
haladé idétartam alatt kisebb részletekben is beadhato.

A kezelés elott az allatokat éheztetni kell (pl. patkany esetében egy éjszakan at meg kell vonni a taplalékot, de a vizet
nem; egér esetében 3—4 orara kell megvonni a taplalékot, de a vizet nem). A koplaltatasi idészakot kovetéen meg kell
mérni az allatok testtomegét, majd be kell adni a vizsgaland6 anyagot. Az anyag beadasa utan a taplalékot ujra meg lehet
vonni — patkany esetében 3—4 drara, egér esetében 1-2 o6rara. Ha egy dozist részletekben adnak be, a beadas id6tartama-
tol fiiggden menet kozben sziikség lehet arra, hogy az allatoknak taplalékot és vizet adjanak.

1.5.2. Az allatok szama és a dozisok

Minden Iépésben harom allatot kell alkalmazni. A kezd6dézist az 5, 50, 300 és 2000 mg/testtomeg-kg-os négy rogzi-
tett dozis koziil kell kivalasztani. Azt a dozist kell kezd6dozisként kivalasztani, amelyiknél a legvaldszintibb, hogy a ke-
zelt allatok egy részénél elhullast okoz. Az 1. mellékletben lathato folyamatabrak ismertetik az egyes kezdddozisok ese-
tén kdvetendd eljarast. A 4. melléklet pedig azzal kapcsolatosan ad iranymutatast, hogy a Vegyi anyagok osztalyozasa-
nak és cimkézésének egyetemes harmonizalt rendszere (GHS) bevezetéséig hogyan kell az EU-rendszer szerint elvégez-
ni a besorolast.

Ha a rendelkezésre all6 informacio alapjan a legmagasabb kezdddozis (2000 mg/testtomeg-kg) valosziniileg nem
okoz elhullast, akkor hatarérték-vizsgalatot kell végezni. Ha a vizsgaland6 anyagrol nincs informacio, allatjoléti okok-
bol a 300 mg/testtomeg-kg-os kezd6dozis alkalmazasa javasolt.

Az egyes dozisok vizsgalata kozotti id6tartamot a mérgezési tiinetek megjelenésének idépontja, idotartama és sulyos-
saga hatarozza meg. Az allatok kdvetkez6 dozissal torténd kezelését nem szabad megkezdeni mindaddig, amig meg nem
gy6zddnek arrdl, hogy az el6zdleg kezelt allatok életben maradnak.

Kivételes esetben és kizarolag akkor, ha konkrét szabalyozasi hatosagi kovetelmények indokoljak, megfontolas tar-
gyava lehet tenni egy tovabbi, 5000 mg/kg-os felsé dozis alkalmazasat (lasd a 2. mellékletet). Az allatok kimélete érde-
kében a GHS 5. kategoriaban (2000-5000 mg/kg) nem ajanlott allatokkal kisérletezni, és csak abban az esetben szabad
ilyet tervezni, ha nagy a valdszinlisége, hogy egy ilyen vizsgalat eredményei kozvetlen jelenéséggel birnak az emberi
vagy allati egészség vagy a kdrnyezet védelme szempontjabol.

1.5.3. Hatarérték-vizsgalat

Hatarérték-vizsgalatot elsésorban olyan helyzetekben kell végezni, ha a kisérletet végzonek olyan informacidi van-
nak, amelyek szerint a vizsgaland6 anyag valdszinilileg nem toxikus, azaz csak a hatosagi hatarérték-dozisok felett
toxikus. A vizsgaland6 anyag toxicitasaval kapcsolatban informacié hasonld vegytiletek vagy keverékek vagy termékek
vizsgalataibol szerezhetd, figyelembe véve a toxikologiai szempontbol fontos komponenseket, illetve azok szazalékos
aranyat. Olyan esetekben, ha kevés az anyag toxicitasaval kapcsolatos informacid, vagy egyaltalan nem all rendelkezés-
re, vagy ha a vizsgalandé anyag varhatoan toxikus, a fo vizsgalatot kell elvégezni.

Végezheté hatarérték-vizsgalat egyetlen, 2000 mg/testtomeg-kg-os dozissal, dsszesen hat (Iépésenként harom-
harom) allat alkalmazaséaval. Kivételes esetben végezhetd hatarérték-vizsgalat egyetlen, 5000 mg/kg-os dozissal is, ami-
kor dsszesen harom allatot alkalmaznak (1asd a 2. mellékletet). A vizsgalandé anyaggal 6sszefliggé elhullas esetén szik-
séges lehet a kovetkez6 alacsonyabb dozissal tovabb folytatni a vizsgalatokat.

1.6. Megfigyelések

Az allatokat a dézis beadasa utan egyedileg kell megfigyelni, legaldbb az elsé 30 percben, azutan az elsé 24 éraban
rendszeres idokozonként, amelynek soran kiilonos figyelemmel kell 6ket kisérni az els6 4 draban, majd ezt kovetden na-
ponta, dsszesen 14 napon at, kivéve, ha az allatot allatjoléti okok miatt ki kell venni a vizsgalatbol, €s humanus modon
extermindlni kell, vagy ha az 4llat elhullik. A megfigyelés id6tartamat azonban nem szabad mereven meghatarozni. Ezta
mérgezési reakciok, illetve a gydgyulas kezdete és idétartama alapjan kell meghatarozni, és ilyen modon sziikség esetén
meg lehet hosszabbitani. Fontos a mérgezési tiinetek megjelenésének, illetve megsziinésének idépontja, kiillondsen, ha a
mérgezési tiinetek inkabb késleltetve jelentkeznek (12). Minden megfigyelést szisztematikusan rogziteni kell ugy, hogy
minden allat esetében 6nallo adatsort kell felvenni.

Ha a mérgezési tiinetek tartosak, tovabbi megfigyelésekre van sziikség. Meg kell figyelni a bor €s a szérzet, a szemek
¢és a nyalkahartyak, valamint a 1égzési és a keringési rendszer, az autondm és a kozponti idegrendszer, illetve a szomato-
motoros aktivitas ¢és a viselkedési mintdzatok valtozasait. Figyelemmel kell lenni remegés, gorcsok, nyaladzas, hasme-
nés, letargia, alvas és koma el6forduldsara is. A Humane Endpoints Guidance Documentben dsszefoglalt alapelveket és
kovetelményeket is figyelembe kell venni (9). Huméanus médon exterminalni kell az elhullaskozeli allapotban 1évé alla-
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tokat, illetve azokat, amelyek stlyos fajdalom vagy tartos szorongas jeleit mutatjak. Ha az allatokat humanus okok miatt
exterminalni kell, vagy elhullanak, a lehet6 legpontosabban fel kell jegyezni az elhullas idopontjat is.

1.6.1. Testtdmeg

Roviddel a vizsgalando anyag beadasa el6tt és legalabb egy héttel utana minden allat testtomegét egyenként meg kell
mérni. A testtdmeg-valtozast ki kell szamitani, és rogziteni kell. A vizsgalat végén az életben maradt allatokat Gjra meg
kell mérni, majd humanus médon exterminalni kell 6ket.

1.6.2. Koérbonctani vizsgalat

Minden kisérleti allatot makroszkopos boncolasnak kell alavetni (azokat is, amelyek a vizsgalat soran elpusztultak,
vagy amelyeket allatjoléti okok miatt ki kellett venni a vizsgalatbdl). Minden egyes allat esetében minden makroszkopos
kortani elvaltozast fel kell jegyezni. A kezd6ddzis beadéasa utan legalabb 24 oraig taléld allatok esetében tervbe lehet
venni a makroszkopos kortani elvaltozast mutato szervek mikroszkopos vizsgalatat is, mivel abbdl hasznos informaciok
nyerhetok.

2. ADATOK

Az allatokra vonatkozdan egyedi adatsorokat kell felvenni. Emellett az 6sszes adatot tablazatos formaban is 6ssze kell
foglalni ugy, hogy minden vizsgalati csoportra vonatkozéan mutassa a csoportban 1€vo kisérleti allatok szamat, valamint
azoknak a szamat, amelyeknél mérgezési tiinetek lathatok, amelyek a vizsgalat soran elhullottak, vagy amelyeket huma-
nus modon exterminaltak, az egyes allatok elhullasanak idOpontjat, a toxikus hatasok leirasat, id6beli lefolyasat ¢s
visszafordithatdsagat, valamint a boncolasok eredményeit.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek megfelelé modon a kovetkez6 informaciokat kell tartalmaznia:

Vizsgalandé anyag:

— fizikai megjelenés, tisztasag és ha relevans, a fizikai-kémiai tulajdonsagok (ezen beliil az izomerizacio is);

— azonosito adatok, ezen beliil a CAS-szam.

Vivéanyag (ha sziikséges):

— ha a vivéanyag nem viz, akkor ennek indoklasa.

Kisérleti allatok:

— az alkalmazott faj/torzs;

— az allatok mikrobioldgiai statusza, feltéve, hogy ismert;

— az allatok szama, életkora és ivara (ezen beliil adott esetben annak indoklasa, hogy ndstények helyett miért himeket
alkalmaztak);

— az allatok szarmazasa, tartdsanak koriilményei, takarmanya stb.;

kisérleti korilmények:

— avizsgalando6 anyag formuldzasara vonatkozo6 informaciok, ezen beliil a beadott anyag fizikai formajaval kapcsola-
tos adatok;

— avizsgaland6 anyag beadasara vonatkoz6 informaciok, ezen beliil a beadott térfogat és a beadas idépontja;

— ataplalék és a viz mindsége (ezen beliil a takarmany tipusa/forrasa, a viz forrasa);

— a kezddédozis kivalasztasanak indoklasa.

Eredmények:

— avalaszadatok és a dézisok tablazatos formaban torténd megadasa minden egyes allatra vonatkozdan (azaz a mér-
gezési tiineteket mutato, ezen beliil elhullt allatokra; a hatasok jellege, sulyossaga és id6tartama);

— atesttomeg-adatok és a testtomeg-valtozasok tablazatos formaban torténd megadasa;

— azegyes allatok testtdmege a dozis beadasanak napjan, azt kovetéen hetente, valamint az elhullds vagy extermina-
las idépontjaban;

— atervezett exterminalas el6tti elhullas napja és ideje;

— amérgezési tiinetek megjelenése és idobeli lefolyasa, valamint esetleges visszafordithatésaga minden egyes allatra
vonatkozoan;

— a boncolasok és adott esetben a kdrszovettani vizsgalatok eredményei minden egyes allatra vonatkozdan.

Az eredmények diszkusszidja és értelmezése.

Kovetkeztetések.
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1. melléklet
Az egyes kezdodozisok esetében kovetendo eljaras

Altaldnos megjegyzések

Minden egyes kezdddozis esetén az ebben a mellékletben bemutatott megfeleld vizsgalati sémak hatarozzak meg a
kovetendd eljarast.
— 1A. melléklet: a kezd6dozis 5 mg/testtomeg-kg
— 1B. melléklet: a kezdddozis 50 mg/testtomeg-kg
1C. melléklet: a kezdddozis 300 mg/testtomeg-kg
— 1D. melléklet: a kezd6dozis 2000 mg/testtomeg-kg
A humanus modon exterminalt vagy elhullott allatok szamatol fliggben a vizsgalati eljarés a jelzett nyilakat koveti.
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2. melléklet

A varhatéan 2000 mg/kg feletti LDso-értékkel rendelkezé vizsgialand6 anyagok
vizsgalatok nélkiili osztalyozasanak kritériumai

Az 5. veszélyességi kategoria kritériumait tigy allapitottdk meg, hogy tegyék lehetdvé azoknak a vizsgdland6 anya-
goknak a meghatarozasat, amelyek akut toxicitasi kockéazata viszonylag alacsony, de bizonyos koriilmények kozott ve-
sz¢lyt jelenthetnek az érzékeny populdcidkra. Az ilyen anyagok oralis vagy dermalis LDs,-értéke varhatéan 2000 és
5000 mg/kg kozotti tartomanyban talalhatd, vagy ezzel egyenértékii dozisoknak megfeleld az egyéb beadasi modok ese-
tében. A vizsgalandd anyagokat az alabbi esetekben kell a 2000 mg/kg < LDjs, < 5000 mg/kg veszélyességi kategdriaba
(GHS 5. kategoria) sorolni:

a) ha az 1A-1D. mellékletben bemutatott, az elhullasi gyakorisagon alapuld vizsgalati sémak barmelyike szerint
ebbe a kategodriaba kell sorolni,

b) ha hitelt érdemlé bizonyiték van mar arra, hogy az anyag LDs,-értéke az 5. kategoridban megadott tartomanyba
esik; vagy mas allatkisérletek vagy human toxikus hatasok szerint a human egészségiigyi vesz¢ly akut jellegt,

¢) adatok extrapolalasaval, becslésével vagy mérésével, ha egy veszélyesebb osztalyba vald besorolas nem indokolt,
és

— hitelt érdemld informaciok emberben jelentds toxikus hatasokra utalnak, vagy

— alegfeljebb 4. kategoridnak megfeleld értékekkel elvégzett ordlis beadasi moddal torténd vizsgalatok soran elhullas
tortént, vagy

— haalegfeljebb 4. kategorianak megfeleld értékekkel elvégzett vizsgalat alapjan a szakértok véleménye megerdsiti a
toxicitas szignifikans klinikai tlineteit, kivéve a hasmenést, szérmeredezést vagy gondozatlan megjelenést, vagy

— haa szakértk véleménye megerdsiti azokat a hitelt érdeml6 informaciokat, amelyek mas allatkisérletekben tapasz-
talt szignifikans akut hatasokat valdsziniisitenek.

2000 mg/kg feletti dozisokkal torténd vizsgalat

Az allatok jolétének védelme iranti igényt elismerve nem ajanlott, hogy allatokat az 5. kategoria tartomanyaban
(5000 mg/kg) vizsgaljak, és csak akkor szabad fontolora venni, ha nagy a valdsziniisége, hogy az ilyen vizsgalatok ered-
ményei kozvetlen jelentéséggel birnak az allati vagy emberi egészség védelme szempontjabdl (10). Nem szabad tovabbi
vizsgalatokat végezni ennél magasabb dozisokkal.

Ha vizsgalatot kell végezni, csak egy 1épés (azaz harom 4llat), az 5000 mg/kg-os dozis alkalmazasa sziikséges. Ha az
elsd kezelt allat elhullik, akkor az 1. mellékletben bemutatott folyamatabranak megfelelden a kezelést a 2000 mg/kg-os
dozissal kell folytatni. Ha az elsd allat életben marad, két tovabbi allatot kell kezelni. Ha a harom allat koziil csak egy
hullik el, az LDsy-érték varhatéan meghaladja az 5000 mg/kg-ot. Ha mindkét allat elhullik, akkor a vizsgalatot a
2000 mg/kg-os dozissal kell folytatni.
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3. melléklet

B.1c. Vizsgalati médszer: Utmutaté az EU-rendszer szerinti besorolishoz
a Globalisan harmonizalt osztalyozasi rendszer (GHS) teljes kori bevezetéséig tarté atmeneti idészakban

[a (8) hivatkoezasbdl]

5 mg/kg S0 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat > 3 allat —p 3 allat —p 3 allat
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat 3 allat 3 allat 3 allat
+ b ® % B + ® 3
' g ' ] g v
1. kategoria 2. kategoria 3. kategoria 4. kategoria 5. kategoria
GHS >0-5 >5-50 > 50-300 >300-2000 >2000-5000 ®
| Em—
LDy, hatarérték A 4 . 4 A 4 [
mg/testtomeg-kg I 5 ] 25 I 30 I 50 I 200 I 300 I 500 I 1000 2000 I 2500 I 5000 | o0 I
EU vegyszerek ** # * ¢ ¢ ¢ ¢ * *
Folyékony peszticidek L 23 200 l 2000 | £ |
11 | | | | 1 | | 1 1
EU szilard peszticidek ‘ 5 | 500 | & |
1 1 1 | 1 1 1 1 1
ENSZ folyadékok s ‘ 50 I 500 I I I
11 1 | | 1 1 1 1 1 1
ENSZ szilard ‘ F ‘ <0 | 50 I R |
Sudi 11 1 1 1 | 1 1 1 1 1
i ‘ 5 ‘ 50 | 500 | 2000 | 5000 | x |
11 1 | 1 1 1 1 1 | 1
US EPA crk ‘ 3 I = |
11 | I | | 1 I I | I
Japan PDSCA ‘ 10 | 100 | = |
Kanada/WHMIS/US Ll 1 1 l 1 1 1 1 l 1
OSHA S0 I 500 I 0 |
11 | 1 | | | | | 1 |
US EPA peszticidek ‘ 30 | 500 | 5000 | =3 |
11 1 1 1 | 1 | 1 1 1
US CPSP ” = | 5000 | = |
11 1 1 | | 1 1 1 1 1
Kanada peszticidek ‘ 50 | 500 | 1000 | 2000 | 0 |
— Iépésenként 3 azonos ivar (altalaban ndstény) allatot hasznalnak — o0: be nem sorolt
-0, 1,2, 3: az elhullaskdzeli allapotban 1évé vagy elhullott llatok — GHS: Globalisan harmonizalt besorolasi rendszer (mg / testtomeg-kg)
szama az egyes Iépésekben
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GHS

LDsy-hatarérték
mg/testtomeg-kg

EU vegyszerek
Folyékony peszticidek

EU szilard peszticidek

ENSZ folyadékok

ENSZ szilard

Svajc

US EPA crk

Japan PDSCA

Kanada/WHMIS/US
OSHA

US EPA peszticidek

US CPSP

Kanada peszticidek

©

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat 3 allat 3 allat

3 allat

691156 [6 [

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat 3 allat 3 allat

3 allat

pooblobloe g

1. kategoria 2. kategéria 3.'kateg6ria 4. kategéria 5. kategoéria
> 0-5 >5-50 >50-300 >300-2000 >2000-5000
3 (50—né1)l egyéb [
o

I 5 | 25 ‘ 30 | 50 | 200 | 300 | 500 I 2000 | 2500 | =) |
v v v v v v v v ¢

‘ 25 l 200 I 2000 ‘ & |
1 | | | | | | | |

I 5 | ‘ 500 ‘ i |
11 1 1 1 1 1 1 1 |

‘ *—| 50 ‘ 500 \ e |
11 1 | 1 | | | | |

‘ § I 50 ‘ 200 | a0 |
L1 1 1 1 1 1 1 1 1

i 5 I 50 { 300 ‘ 2000 | 5000 | . |
11 1 1 1 1 1 1 | |

| 2 © |

11 I | 1 | | 1 1 1

l 30 | 300 | o0 |

11 I I I I 1 I I

| 50 l 500 1 o |
1 | | I | | | | |

| 50 l 500 ] S000 | o |

11 I I I I 1 I I I

‘ S0 ‘ 3000 | o |
11 | | | 1 1 | | | 1

‘ 50 500 ] 1 (W0 | 2000 | o |

— lépésenként 3 azonos ivaru (altalaban néstény) allatot hasznalnak
-0, 1, 2, 3: az elhullaskozeli allapotban 1évd vagy elhullott allatok

Adma az egyes lépésekben

— c0: be nem sorolt
— *: 1. 1épésben
— GHS: Globalisan harmonizalt besorolasi rendszer (mg / testtémeg-kg)
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.

5mg/kg |[#— | 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat . 3 allat 3 4llat 3 allat
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat 3 allat 3 allat 3 allat

28

o

b

3

A 4
1. kategoria | 2. kategoria 3. kategoria 4. kategoria 5. kategoéria o
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300—2000 >2000-5000
1
| |
3% (50-nél) ] egyéb 3% egyeb
(300-nal)
LDso-hatarérték z 5% 5 500 > -
meftesttomeg-ke | < 2 30 | 50 | 200 5 | 1000 | 2000 | 2500 | |
EU vegyszerck | 25 200 2000 8 |
Folyékony peszticidek i i
11 | 1 | | | 1 1 1 1
EU szilard peszticidek l § ‘ | 500 I o I
L1 | I | | | | | | |
ENSZ folyadékok | 5 [ 50 | 500 | o0 |
11 | 1 1 1 | 1 1 1 1
ENSZ szilard r 5 ‘ 30 I 200 | o |
1 | I | | | 1 1 | |
Svéje 5 ‘ 50 | 500 | 2000 | 5000 | 3 |
11 | 1 1 1 | 1 1 1 1
US EPA crk Ir 25 a0 |
11 | | | | | | | 1 1
JapénPDSCA| 30 1 300 & |
| 1 | 1 1 1 1 1 1
Kanada/WHMIS/US 50 | x | I
k 500 o
OSHA
L1 | 1 1 | I | | | |
US EPA peszticidek| 50 | 500 | 5000 o |
11 | 1 1 | | 1 1 1 1
Us CPSP[ 50 | 5000 | - J
L1 | | | | | 1 | I |
Kanadapeszticidek| 50 500 | 1000 | 2000 | - |

— Iépésenként 3 azonos ivara (altaldban néstény) allatot hasznalnak
-0, 1,2, 3: az elhullaskozeli allapotban 1év6 vagy elhullott allatok

— o0 be nem sorolt
—*: 1. 1épésben

— GHS: Globalisan harmonizalt besorolasi rendszer (mg / testtomeg-kg)
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5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat 3 dllat 3 allat 3 allat
ot 4 p
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 allat 3 allat 3 allat 3 allat
+$%<¥ & ¢ o
v
1. kategoria | 2. kategoria 3. kategoéria 4. kategoéria 5. kategoéria 0
GHS >0-5 >5.50 > 50-300 > 300-2000 > 2000-5000 :
|
3% (50-nél) egyéb | 3% egyéb 33 { BE |egyéb [
(300-nal) (2000-nél) |(2000-nél)
LDso-hatarérték = T = =
o l 5 25 30 I 50 | 200 | 300 | 500 [ 1000 | 2000 I 2500 | 5000 | w |
EU vegyszerek | ik 200 2000
Folyékony peszticidek - - b o
1 I | | | | I | | I
EU szilard peszticidek 5 I I 500 { o |
|l | 1 | 1 | | | 1 1 |
ENSZ folyadékok 5 I 50 | 500 ‘ o0 |
1 | 1 | I I I | | 1
ENSZ szilard | 5 50 I 200 0 |
11 1 | 1 1 | | | 1 |
Svéje | 5 I 50 I 500 [ 2000 | 5000 | o |
A1 | | | I I | | | |
US EPA crk 25 o0 |
i | | | | 1 1 1 1 1 |
Japén PDSCA | 30 ‘ 300 | > |
|
11 | | | | | | | | |
Kanada/WHMIS/US | 55 | < ‘ |
b o s &)
OSHA |
: 11 | | | 1 1 1 1 1 |
US EPA peszticidek | 50 | 500 5000 I o |
: 11 1 1 | 1 1 1 1 1 1
US CPSP 50 | 5000 | a0 l
L
11 I 1 I I | I I I |
Kanada peszticidek 50 500 ‘ 1000 | 2000 I o0 |

¢sekben

— lépésenként 3 azonos ivara (altalaban néstény) allatot hasznalnak
-0, 1,2, 3: az elhullaskézeli allapotban 1évo vagy elhullott allatok

— o0: be nem sorolt
—*: 1. 1épésben

— GHS: Globalisan harmonizalt besorolasi rendszer (mg / testtomeg-kg)
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3. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EiiM—KvVM-BM egviittes rendelethez

B.1a. AKUT ORALIS TOXICITAS —- ROGZITETT DOZISU ELJARAS

1. MODSZER
Ez a vizsgalati modszer egyenértékii az OECD TG 420 (2001) modszerrel.

1.1. Bevezetés

Az akut toxicitas megallapitasara szolgalo hagyomanyos modszerek esetében a vizsgalat végpontjat az allatok elpusz-
tulasa jelenti. A Brit Toxikologiai Tarsasag 1984-ben 1j megkozelitést javasolt az akut toxicitas vizsgalatara, amely egy
sor rogzitett nagysagu dozis beadasan alapul (1). Ennél a megkozelitésnél nem az allatok elpusztulasa jelenti a vizsgalat
végpontjat, hanem a rogzitett nagysagu dozisok valamelyikénél megfigyelt egyértelmii mérgezési tiinetekre tamaszkod-
tak. Az Egyesiilt Kiralysagban (2) és nemzetkozileg (3) végzett in vivo validalasi vizsgalatok utan az eljarast 1992-ben
hagytak jova mint vizsgalati modszert. Ezt kovetden egy vizsgalati sorozat (4) (5) (6) keretében matematikai modellek
segitségével megvizsgaltak a rogzitett dozisu eljaras statisztikai tulajdonsagait. Az in vivo és a modell vizsgalatok egytit-
tesen igazoltak, hogy az eljaras reprodukalhatd, kevesebb kisérleti allatra van sziikség hozza, és kevesebb szenvedést
okoz, mint a hagyomanyos mddszerek, tovabba hasonlé médon képes mindsiteni az anyagokat, mint az egyéb akut toxi-
citasi vizsgalati modszerek.

Arrél, hogy egy adott célra melyik a legmegfelelébb vizsgalati modszer, az Akut Oralis Toxicitasi Vizsgalatok Utmu-
tatojaban (7) talalhato iranymutatas. Ez az Gtmutato tovabbi informacidkat is tartalmaz a B.1a. vizsgélati modszer alkal-
mazasaval és értelmezésével kapcsolatosan.

A mddszer egyik alapelve, hogy a {6 vizsgalatban csak kdzepesen toxikus dozisokat alkalmaznak, és hogy keriilni kell
az olyan dozisok alkalmazasat, amelyek varhatoan letalisak. Nincs sziikség tovabba olyan d6zisok alkalmazasara sem,
amelyek korrdzios vagy sulyosan irritdlo hatasuk miatt kifejezett fajdalmat vagy szorongast okoznak. Az elhullas koze-
1ében 1év6 allatokat vagy azokat, amelyek nyilvanvaloan fajdalmakkal kiiszkodnek, vagy sulyos €s tartos szorongés je-
leit mutatjak, humanus modon exterminalni kell, és ugyanugy kell figyelembe venni 6ket a vizsgalati eredmények értel-
mezésekor, mint azokat az allatokat, amelyek elhullottak a vizsgalatok soran. A megjosolhat6 vagy kozeli elhullas felis-
merését segitd iranymutatas, valamint az elhullas kdzelében 1€vo vagy sulyosan szenvedd allatok exterminalasara vonat-
kozo6 dontési kritériumok egy masik utmutatoban (8) talalhatok.

A modszer adatokat szolgaltat az anyag veszélyes tulajdonsagairol és lehetéveé teszi, hogy az anyagot az akut toxici-
tast okoz6 anyagok besoroldsara szolgald Vegyi anyagok osztdlyozasanak és cimkézésének egyetemes harmonizalt
rendszere (Globally Harmonised System, GHS) szerint mindsitsék €s soroljak be (9).

A vizsgalo laboratoriumnak a vizsgalat elvégzése eldtt a vizsgalando anyaggal kapcsolatos minden rendelkezésre allo
informdciot figyelembe kell vennie. Ilyen informaciok az anyag megjeldlése és kémiai szerkezete; fizikai-kémiai tulaj-
donsagai; barmely mas, az anyaggal elvégzett in vitro vagy in vivo toxicitasi vizsgalat eredményei; szerkezetileg rokon
anyagok toxikoldgiai adatai és az anyag varhat6 alkalmazasa(i). Ezekre az informacidkra azért van sziikség, hogy min-
den érintett meggy6z0djon arrdl, hogy a vizsgalat relevans az emberi egészség védelme szempontjabol, és eldsegiti majd
a megfelel6 kezd6dozis kivalasztasat.

1.2. Fogalommeghatarozdsok

»Akut oralis toxicitas«: a vizsgalando anyag egyszeri vagy 24 6ran beliil tobbszori dozisanak szajon at torténd beada-
sat kovetden jelentkezd karos hatasok.

»Keésleltetett elhullas«: egy allat 48 6ran beliil nem hull el, illetve nem t{inik elhullaskdzeli allapotban 1évonek, de ké-
sObb, a 14 napos megfigyelési iddszak soran elpusztul.

»Dozis«: avizsgalandd anyag beadott mennyisége. A dozist a vizsgaland6 anyagnak a kisérleti allatok testtomeg-egy-
ségére szamitott tomegében (pl. mg/kg) fejezik ki.

»Nyilvanvalo toxicitas«: a vizsgalando anyag beadasat kovetden jol 1athatd mérgezési tiineteket leiro altalanos kifeje-
z¢s [a példakat 1asd a (3) hivatkozasban], amelynél a kdvetkez6 legmagasabb rogzitett dozis esetében a legtobb allatnal
sulyos fajdalom vagy sulyos szorongas tartds jelei, elhullaskozeli allapot [az ezzel kapcsolatos kritériumok a Humane
Endpoints Guidance Documentben (8) szerepelnek], vagy valdszint elhullas varhato.

»GHS«: Vegyi anyagok osztalyozasanak ¢és cimkézésének egyetemes harmonizalt rendszere. Az OECD (emberi
egészseég ¢s kornyezet), az ENSZ Veszélyes Anyagok Szallitasanak Szakértdi Bizottsaga (fizikai-kémiai tulajdonsagok)
¢s az ILO (vesz€ly nyilvanossagra hozatala) kozos tevékenysége, amelyet a Szervezetek kdzotti program a vegyi anya-
gok helyes kezelésére (Interorganisation Programme of the Sound Management of Chemicals, [IOMC) koordinal.

»Kozeli elhullas«: amikor a legkdzelebbi tervezett megfigyelés idépontja el6tt elhullaskozeli allapot kialakuldsa vagy
elhullas varhatd. Ragesalok esetében erre utalo jelek lehetnek a gorcsok, az oldalhelyzet, a fekvéhelyzet és a remegés.
[A tovabbi részleteket lasd a Humane Endpoints Guidance Documentben (8)].
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»LDs. (kbzepes letdlis dozis)«: a vizsgalandd anyag statisztikailag levezetett egyszeri olyan dozisa, amely oralisan be-
adva az allatok 50%-anak elhullasat okozza. Az LDs)-értéket a vizsgalandd anyagnak a kisérleti allatok testtomeg-egysé-
gére szamitott tomegében (mg/kg) fejezik ki.

»Hatardozis«: egy, a vizsgalhatdsag fels6 hataranal 1évé dozis (2000 vagy 5000 mg/kg).

»Elhullaskozeli allapot«: az esetleges kezelés ellenére is az elhullas kozelében 1évé allapot vagy talélésre valo képte-
lenség. [A tovabbi részleteket lasd a Humane Endpoints Guidance Documentben (8)].

»Megjosolhato elhullds«: akisérlet tervezett vége el6tt, a jovOben egy ismert idOpontban valé elhulldsra utalo klinikai
tiinetek megléte, példaul: a viz vagy az élelem elérésére vald képtelenség. [A tovabbi részleteket 1asd Humane Endpoints
Guidance Documentben (8).]

1.3. A vizsgalati modszer elve

Azonos ivarba tartozo allatok csoportjainak egy 1épcsdzetes eljaras soran 5, 50, 300 és 2000 mg/kg-os rogzitett d6zi-
sok alkalmazasaval kell beadni a vizsgalandé anyagot (kivételes esetben egy tovabbi, 5000 mg/kg-os rogzitett dozis is
alkalmazhat6; lasd az 1.6.2. szakaszt). A kiindulasi dozist a dozisbehatarold vizsgalat alapjan kell megvalasztani ugy,
hogy az varhatdéan mérgezési tiineteket eredményezzen, de ne okozzon stilyos mérgezést vagy elhullast. A fajdalomhoz,
szenvedéshez és kozeli elhullashoz tarsulo klinikai tiineteket és allapotot részletesen egy kiilon OECD Utmutatd (8) is-
merteti. A mérgezési tiinetek megjelenésétdl vagy az elhullas bekdvetkeztétdl vagy ezek elmaraddsatol fliggden tovabbi
allatcsoportok is kezelhet6k magasabb vagy alacsonyabb rogzitett dozissal. Az eljarast folytatni kell, amig meg nem ta-
laljak azt a dozist, amely nyilvanvalo toxicitast vagy legfeljebb egy elhullast okoz, vagy ha a legmagasabb dézisnal nem
figyelnek meg semmilyen hatast, vagy ha a legalacsonyabb do6zisnal elhullanak 4llatok.

1.4. A vizsgdlati modszer ismertetése

1.4.1. Az allatfaj kivalasztasa

A preferalt ragesalofaj a patkany, bar mas ragesalofajok is alkalmazhatok. Altalaban néstényeket hasznalnak (7).
Ennek az az oka, hogy a hagyomanyos LDs,-vizsgalatokra vonatkozé szakirodalom attekintése alapjan altalaban kicsi a
kiilonbség a nemek érzékenysége kozott, de azokban az esetekben, amikor megfigyelhetd kiilonbség, a ndstények altala-
ban valamivel érzékenyebbek (10). Azonban ha a szerkezetileg rokon vegyiiletek toxikologiai vagy toxikokinetikai tu-
lajdonsagaival kapcsolatos adatok szerint a himek nagyobb érzékenysége valosziniisithetd, akkor himeket kell alkalmaz-
ni. Megfeleléen meg kell indokolni, ha a vizsgalatot himekkel végzik.

Altaldnosan hasznalt laboratériumi torzsekbél szarmazo egészséges, fiatal felndtt allatokat kell alkalmazni. Olyan
nostényeket kell valasztani, amelyek még egyszer sem ellettek, és nem vemhesek. Az adagolas megkezdésekor az alla-
toknak 8—12 hetesnek kell lennitik, és testtomegiik nem térhet el +20%-nal tobbel az esetlegesen kordbban kezelt allatok
testtomegének atlagatol.

1.4.2. Az allatok tartdsanak és etetésének koriilményei

A kisérleti allatokat 22 °C (£3 °C) homérsékletii helyiségben kell tartani. Bar a helyiség relativ paratartalmanak leg-
alabb 30%-nak kell lennie, illetve a takaritas id6tartamatol eltekintve lehetleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek
50 és 60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mesterséges; 12 6ras vilagos és 12 6ras sotét periodusok valtsak egy-
mast. Az etetéshez standard laboratoriumi takarmany alkalmazhato, korlatlan mennyiségii ivoviz biztositasa mellett. Az
allatokat lehet vizsgalt dozisonként egy ketrecben tartani, de az egy ketrecben 1évg allatok szamat ugy kell megvalaszta-
ni, hogy az ne zavarja az egyes allatok megfigyelését.

1.4.3. Az allatok eldkészitése

Az allatokat véletlenszeriien kell kivalasztani, majd egyedi azonositoval kell ellatni, és a kezelés megkezdése el6tt
legalabb 5 napig a ketreciikben kell tartani 6ket, hogy hozzaszokhassanak a laboratoriumi koriilményekhez.

1.4.4. A dozisok el6készitése

A vizsgalando6 anyagokat altalaban a vizsgaland6 ddzistartomanyon beliil allando térfogatban kell beadni ugy, hogy a
latot kdvetd kockazatértékelés szempontjabol megfelelébb lehet, ha a vizsgalandé anyagot higitatlanul, azaz allando
koncentracioban alkalmazzak, illetve egyes szabalyozo hatdsagok ezt irjak el. A maximalisan beadhat6 dozistérfogatot
azonban egyik esetben sem szabad tullépni. Az, hogy egyszerre maximalisan mekkora térfogata folyadékot Iehet beadni,
a kisérleti allat méretétdl fiigg. Ragesalok esetében a térfogat altalaban nem haladhatja meg az 1 ml/100 g testto-
meg-aranyt: vizes oldatok esetében azonban 2 ml/100 g testtdmeg-arany is megfontolhato. A déziskészitmény formula-
zasakor — ahol lehet — a vizes oldatok/szuszpenzidk/emulzidk alkalmazésa javasolt, masodsorban az olajos (pl. kukorica-
csira-olajban elkészitett) oldatok/szuszpenzidok/emulzidk, és harmadsorban esetlegesen mas vivoanyagokban elkészitett
oldatok. A viztdl eltérd vivoanyagok esetében ismerni kell a vivéanyag toxikoldgiai tulajdonsagait. A dozisokat a beadas
elott rovid idovel kell elkésziteni, kivéve, ha ismert €s igazoltan elfogadhato a készitmény stabilitasa az alkalmazas id6-
tartama alatt.
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1.5. Eljaras

1.5.1. A dézisok beadasa

A vizsgalando anyagot egyetlen dozisban, gyomorszondan vagy egy megfeleld intubacios kaniilon at torténd taplalas-
sal kell beadni. Abban a rendkiviili esetben, ha nem lehetséges egyetlen dozist alkalmazni, a dozis egy 24 6rat nem meg-
halad¢ id6tartam alatt kisebb részletekben is beadhato.

A kezelés eldtt az allatokat €heztetni kell (pl. patkany esetében egy éjszakan at meg kell vonni a taplalékot, de a vizet
nem; egér esetében 3—4 ordra kell megvonni a taplalékot, de a vizet nem). A koplaltatasi idészakot kovetden meg kell
mérni az allatok testtomegét, majd be kell adni a vizsgaland6 anyagot. Az anyag beadasa utan a taplalékot Gjra meg lehet
vonni — patkany esetében 3—4 orara, egér esetében 1-2 drara. Ha egy dozist részletekben adnak be, a beadas idotartama-
tol fliggden menet kozben sziikség lehet arra, hogy az allatoknak taplalékot és vizet adjanak.

1.5.2. Dézisbehatarol6 vizsgalat

A dézisbehatarolo vizsgalat célja, hogy ki lehessen valasztani a megfelelé kezd6dozist a 6 vizsgalathoz. A vizsgalan-
do anyagot az 1. mellékletben bemutatott folyamatabra szerint egymas utan kell beadni egy-egy allatnak. A dézisbehata-
rol6 vizsgalat akkor fejezédik be, amikor meghozhat6 a dontés a f6 vizsgalatban alkalmazando6 kezd6dozisrdl (vagy ha a
legalacsonyabb rogzitett dozisnal elhullas torténik).

A dozisbehatarold vizsgalatban a kezdddozist a kovetkezd rogzitett dozisok koziil valasztjak ki: 5, 50, 300 és
2000 mg/kg aszerint, hogy a lehetdleg ugyanezzel az anyaggal vagy szerkezetileg rokon anyagokkal kapott in vivo vagy
in vitro adatok alapjan varhat6an melyik eredményez nyilvanval6 toxicitast. Ilyen informacidk hidnyaban a kezd6dézist
300 mg/kg-ban kell megallapitani.

Az egyes allatok kezelése kozott legalabb 24 oranak el kell telnie. Minden allatot legalabb 14 napig megfigyelés alatt
kell tartani.

Kivételes esetben és kizardlag akkor, ha konkrét jogszabalyi kovetelmény indokolja, megfontolas targyava lehet tenni
egy tovabbi, 5000 mg/kg-os felsd rogzitett dozis alkalmazasat (lasd a 3. mellékletet). Az allatok kimélete érdekében a
GHS 5. kategoriaban (20005000 mg/kg tartomany) nem ajanlott allatokkal kisérletezni, és csak abban az esetben sza-
bad ilyet tervezni, ha nagy a valosziniisége, hogy egy ilyen vizsgalat eredményei kdzvetlen jelenéséggel birnak az em-
beri vagy allati egészség, illetve a kornyezet védelme szempontjabol.

Olyan esetekben, amikor a dozisbehatarolo vizsgalatban a legalacsonyabb rogzitett dozissal (5 mg/kg) kezelt allat el-
hullik, az altalanos eljaras szerint be kell fejezni a vizsgalatot és az anyagot a GHS 1. kategoriaba kell besorolni (ahogyan
az az 1. mellékletben lathatd). Ha azonban sziikség van a besorolas tovabbi megerdsitésére, az alabbiak szerinti opciona-
lis kiegészitd eljaras alkalmazhat6. Egy masodik allatnak is beadjuk az 5 mg/kg-os dozist. Ha ez is elhullik, akkor az
meger6siti a GHS 1. kategoriaba valo besorolast, és a vizsgalatot azonnal be kell fejezni. Ha a masodik allat életben ma-
rad, akkor legfeljebb harom tovabbi allaton kell elvégezni az 5 mg/kg-os dozissal torténd vizsgalatot. Mivel nagy az el-
hullas kockazata, az allatok kimélete érdekében egymas utan kell 6ket kezelni. Az egyes allatok kezelése kozott eltelt
idot tigy kell megvalasztani, hogy elegendd legyen annak megallapitasara, hogy az elézéleg kezelt allat valdsziniileg
¢letben marad. Ha egy masodik allat is elhullik, azonnal be kell fejezni a kezeléseket, és tobb allatnak mar nem szabad
beadni az anyagot. Mivel a masodik elhullas bekdvetkezte miatt (fliggetlentil attol, hogy a vizsgalatok befejezéséig hany
allatot kezeltek) az » A« eredményhez jutnak (legalabb 2 elhullaseset), a 2. melléklet 5 mg/kg-os rogzitett dozisanal érvé-
nyes besorolasi szabalyt kell kdvetni (ha legalabb 2 elhullas tortént, akkor 1. kategoéria, ha legfeljebb 1 elhullas tortént,
akkor 2. kategoria). A 4. mellékletben pedig azzal kapcsolatos utmutatast tartalmaz, hogy az 0j Vegyi anyagok osztalyo-
zasanak és cimkézésének egyetemes harmonizalt rendszere (GHS) bevezetéséig az anyagokat hogyan kell az EU-rend-
szer szerinti kategoriakba besorolni.

1.5.3. F6 vizsgalat

1.5.3.1. Az éllatok szdma és a d6zisok

A kezdddozissal torténd vizsgalat utani teenddket a 2. mellékletben talalhatd folyamatabra mutatja. Hairom lehetséges
alternativa létezik: vagy le kell allitani a vizsgalatot, és be kell sorolni az anyagot a megfeleld veszélyességi kategoriaba,
vagy magasabb rogzitett dozissal kell folytatni a vizsgalatot, vagy alacsonyabb rogzitett dozissal. Az allatok védelme ér-
dekében azonban a f6 vizsgalatban mar nem szabad olyan dozissal kisérletezni, amely a dozisbehatarolo vizsgalatban el-
hullast okozott (Iasd a 2. mellékletet). A tapasztalatok azt mutatjak, hogy a kezd6dozissal végzett vizsgalatok legvaldszi-
nilibb eredménye, hogy az anyagot be lehet valamilyen kategoriaba sorolni és nincs szilikség tovabbi vizsgalatokra.

Altaldban 6sszesen 6t-6t, azonos ivart allatnak kell beadni az egyes vizsgalt dozisokat. Ebbél az 6t allatbol egyet a do-
zisbehatarolo vizsgalat sordn kezelnek az adott dozissal, és ehhez jarul a tovabbi négy allat (kivéve abban a szokatlan
esetben, ha a f6 vizsgalatban hasznalt dozist nem alkalmaztak a d6zisbehatarolo vizsgalatban).

Az egyes dozisok vizsgalata kozotti idtartamot a mérgezési tiinetek megjelenésének idépontja, idotartama és sulyos-
sdga hatdrozza meg. Az allatok kdvetkezd dozissal torténd kezelését nem szabad megkezdeni mindaddig, amig meg nem
bizonyosodtak arrél, hogy az el6zdleg kezelt allatok életben maradnak. Sziikség esetén ajanlott ez egyes dozisokkal vald
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kezelések kozott 3 vagy 4 napos sziinetet tartani, hogy meg lehessen figyelni a késleltetett toxicitast. Ennek idétartama
sziikség esetén — pl. nem meggy6z0 valasz esetében — mddosithato.

Ha egy fels6, 5000 mg/kg-os dozis alkalmazast is tervbe vesznek, a 3. mellékletben vazolt eljarast kell kovetni (lasd
még az 1.6.2. szakaszt).

1.5.3.2. Hatarérték-vizsgalat

Hatarérték-vizsgalatot els6sorban olyan helyzetekben kell végezni, ha a kisérletet végzonek olyan informacidi van-
nak, amelyek szerint a vizsgaland6 anyag valdsziniileg nem toxikus, azaz csak a hatosagi hatarérték-dozisok felett toxi-
kus. A vizsgalando anyag toxicitasaval kapcsolatban hasonl6 vegyiiletek vagy keverékek vagy termékek vizsgalataibol
szerezhet6 informacio, figyelembe véve a toxikologiai szempontbol fontos komponenseket, illetve azok szazalékos ara-
nyat. Olyan esetekben, ha kevés az anyag toxicitasaval kapcsolatos informacio, vagy egyaltalan nem all rendelkezésre,
vagy ha a vizsgaland6 anyag varhatoan toxikus, a f6 vizsgalatot kell elvégezni.

Ezen iranymutatas céljara hatarérték-vizsgalatként a normal eljaras alkalmazasaval torténd, 2000 mg/kg-os (vagy ki-
vételes esetben 5000 mg/kg-os) kezdddozissal végzett dozisbehatarold vizsgalat, majd ezt kdvetden tovabbi négy allat
ugyanezzel a dozissal torténd kezelése szolgal.

1.6. Megfigyelések

Az allatokat a dozis beadasa utan egyedileg kell megfigyelni, legalabb az elsé 30 percben, azutan az elsé 24 6raban
rendszeres idokozonként, amelynek soran kiilonos figyelemmel kell 6ket kisérni az els6 4 éraban, majd ezt kovetden na-
ponta, 6sszesen 14 napon at, kivéve, ha az allatot allatjoléti okok miatt ki kell venni a vizsgalatbol, és humanus modon
exterminalni kell, vagy ha az allat elhullik. A megfigyelés idotartamat azonban nem szabad mereven meghatarozni. Ezt a
mérgezési reakciok, illetve a gyogyulas kezdete és idotartama alapjan kell meghatarozni, és ilyen modon sziikség esetén
meg lehet hosszabbitani. Fontos a mérgezési tiinetek megjelenésének, illetve megsziinésének idépontja, kiillondsen, ha a
mérgezési tiinetek inkabb késleltetve jelentkeznek (11). Minden megfigyelést szisztematikusan rogziteni kell olyan mo-
don, hogy minden allat esetében 6nall6 adatsort vesznek fel.

Ha a mérgezési tiinetek tartdsak, tovabbi megfigyelésekre van sziikség. Meg kell figyelni a bor €s a szérzet, a szemek
¢és a nyalkahartyak, valamint a 1égzési és a keringési rendszer, az autoném és a kozponti idegrendszer, illetve a szomato-
motoros aktivitas és a viselkedési mintazatok valtozasait. Figyelemmel kell lenni remegés, gorcsok, nyaladzas, hasme-
nés, letargia, alvas és koma el6fordulasara is. A Humane Endpoints Guidance Documentben dsszefoglalt alapelveket és
kovetelményeket is figyelembe kell venni (8). Humanus médon exterminalni kell az elhullaskozeli allapotban 1év6 alla-
tokat, illetve azokat, amelyek stlyos fajdalom vagy tartos szorongas jeleit mutatjak. Ha az allatokat humanus okok miatt
exterminalni kell, vagy elhullanak, a lehet6 legpontosabban fel kell jegyezni az elhullas idopontjat is.

1.6.1. Testtomeg

Roviddel a vizsgalando anyag beadasa el6tt és legalabb egy héttel utana minden allat testtomegét egyenként meg kell
mérni. A testtomeg-valtozast ki kell szamitani és fel kell jegyezni. A vizsgalat végén az életben maradt allatokat ijra meg
kell mérni, majd humanus médon exterminalni kell 6ket.

1.6.2. Korbonctani vizsgalat

Minden kisérleti allatot makroszkopos boncolasnak kell alavetni (azokat is, amelyek a vizsgalat soran elpusztultak,
vagy amelyeket allatjoléti okok miatt ki kellett venni a vizsgalatbol). Minden allat esetében az 6sszes makroszkopos kor-
tani elvaltozast fel kell jegyezni. A kezd0do6zis beadasa utan legalabb 24 6raig tulélé allatok esetében tervbe lehet venni a
makroszkopos kortani elvaltozast mutatd szervek mikroszkopos vizsgalatat is, mivel abbdl hasznos informaciok
nyerhetok.

2. ADATOK

Az allatokra vonatkozdan egyedi adatsorokat kell felvenni. Emellett az 6sszes adatot tdblazatos formaban is 0ssze kell
foglalni ugy, hogy minden vizsgalati csoportra vonatkozéan mutassa a csoportban 1€vo kisérleti allatok szamat, valamint
azoknak a szamat, amelyeknél mérgezési tiinetek lathatok, amelyek a vizsgalat soran elhullottak vagy humanus médon
exterminalasra keriiltek, az egyes allatok elhullasanak idépontjat, a toxikus hatasok leirasat, idébeli lefolyasat és vissza-
fordithatdsagat, valamint a boncolasok eredményeit.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek megfelelé modon a kovetkezd informaciokat kell tartalmaznia:

Vizsgaland6 anyag:

— fizikai megjelenés, tisztasag és ha relevans, a fizikai-kémiai tulajdonsagok (ezen beliil az izomerizacio is);
— azonosito adatok, ezen belill a CAS-szam.
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Vivéanyag (sziikség esetén):

— ha a vivéanyag nem viz, akkor ennek indoklasa.

Kisérleti allatok:

— az alkalmazott faj/torzs;

— az allatok mikrobioldgiai statusza, feltéve, hogy ismert;

— azallatok szdma, ¢letkora és ivara (ezen beliil adott esetben annak oka, hogy ndstények helyett miért himeket alkal-
maztak);

— az allatok szarmazasa, tartdsanak koriilményei, takarmanya stb.;

Kisérleti koriilmények:

— avizsgalando6 anyag formuldzasara vonatkozo6 informaciok, ezen beliil a beadott anyag fizikai formajaval kapcsola-
tos adatok;

— avizsgaland6 anyag beadasara vonatkoz6 informaciok, ezen beliil a beadott térfogat és a beadas idépontja;

— ataplalék és a viz mindsége (ezen beliil a takarmany tipusa/forrasa, a viz forrasa);

— akezdddozis kivalasztasanak indoklasa.

Eredmények:

— avalaszadatok ¢és a dozisok tablazatos forméban torténd megaddsa minden egyes allatra vonatkozodan (azaz a mér-
gezési tlineteket mutat6 és elhullt llatokra; a hatasok jellege, stilyossdga és idétartama);

— atesttomeg-adatok és a testtomeg-valtozasok tablazatos formaban torténd megadasa;

— azegyes allatok testtdmege a dozis beadasanak napjan, azt kovetden hetente, valamint az elhullds vagy extermina-
las idépontjaban;

— atervezett exterminalas el6tti elhullas napja és ideje;

— amérgezési tiinetek megjelenése és idobeli lefolyasa, valamint esetleges visszafordithatésaga minden egyes allatra
vonatkozoan;

— aboncolasok és adott esetben a kdrszovettani vizsgalatok eredményei minden egyes allatra vonatkozodan.

Az eredmények diszkusszioja és értelmezése.

Kovetkeztetések.
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3. melléklet

A varhatéan 2000 mg/kg feletti LDs-értékkel rendelkezé vizsgalandé anyagok
vizsgalatok nélkiili osztalyozasanak kritériumai

Az 5. veszélyességi kategoria kritériumait ugy allapitottak meg, hogy lehetévé tegyék azoknak a vizsgalando anya-
goknak a meghatarozasat, amelyek akut toxicitasi kockazata viszonylag alacsony, de bizonyos kortiilmények kozott ve-
sz€lyt jelenthetnek az érzékeny populaciokra. Az ilyen anyagok oralis vagy dermalis LDs,-értéke varhatéan 2000 ¢és
5000 mg/kg kozotti tartomanyban van, vagy ezzel egyenértékii dozisoknak megfeleld az egyéb beadasi modok esetében.
A vizsgaland6 anyagokat az alabbi esetekben lehet a 2000 mg/kg < LDs, < 5000 mg/kg veszélyességi kategoriaba (GHS
5. kategoria) sorolni:

a) haa?2. mellékletben bemutatott, az elhullasi gyakorisagon alapulo vizsgalati sémak barmelyike szerint ebbe a kate-
goriaba kell sorolni

b) ha hitelt érdemlé bizonyiték van mar arra, hogy az anyag LDs,-értéke az 5. kategoridban megadott tartomanyba
esik; vagy mas allatkisérletek vagy human toxikus hatasok akut jellegli human egészségiigyi veszElyt jeleznek

¢) adatok extrapolalasaval, becslésével vagy mérésével, ha egy veszélyesebb osztalyba valo besorolas nem indokolt,
és

— hitelt érdemld informdacidk allnak rendelkezésre, amelyek emberben jelentds toxikus hatdsokra utalnak, vagy

— a legfeljebb a 4. kategdrianak megfeleld értékekkel elvégzett, ordlis beadasi mdddal torténd vizsgalatok sordn el-
hullés tortént, vagy

— halegfeljebb a 4. kategdrianak megfeleld értékekkel elvégzett vizsgalat alapjan a szakértdk véleménye megerdsiti a
toxicitds szignifikans klinikai tlineteit, kivéve a hasmenést, szérmeredezést vagy gondozatlan megjelenést, vagy

— ha a szakértk véleménye megerdsiti azokat a hitelt érdemld informacidkat, amelyek mas allatkisérletekben tapasz-
talt szignifikdns akut hatdsokat valdszintisitenek.

2000 mg/kg feletti dozisokkal torténd vizsgalat

Kivételes esetben és kizarolag akkor, ha ezt konkrét jogszabalyi kdvetelmény indokolja, tervbe lehet venni egy tovab-
bi felsd, 5000 mg/kg-os rogzitett dozis alkalmazast. Az allatok jolétének védelme irdnti igényt elismerve nem ajanlott az
5000 mg/kg-os dozis alkalmazasa, és csak akkor szabad fontolora venni, ha nagy a valoszinilisége, hogy az ilyen vizsga-
latok eredményei kdzvetlen jelentdséggel birnak az llati vagy emberi egészség védelme szempontjabol (9).

Dozisbehatarold vizsgalat

Az 1. mellékletben bemutatott [épcsdzetes eljaras soran iranyadd dontési szabalyokat ki lehet terjeszteni ugy, hogy
5000 mg/kg-os dozisszintet is lehessen alkalmazni. Ha tehat a dozisbehatarol6 vizsgalathoz 5000 mg/kg-os kezdddozist
alkalmaznak, az »A« eredmény (elhullds) esetén egy masodik allatnak 2000 mg/kg-os dozist kell beadni. »B« vagy
»C« eredmény esetén (nyilvanvalo toxicitas vagy nincs toxicitas) a f6 vizsgalatban 5000 mg/kg-os kezdddozis is alkal-
mazhat6. Hasonl6 mddon, ha az 5000 mg/kg-os dézistol eltérd kezdddozist alkalmaznak, a 2000 mg/kg-os dozis alkal-
mazasakor kapott »B« vagy »C« eredmény esetén a vizsgalatot 5000 mg/kg-os doézissal kell folytatni. Ha ezt kdvetden az
»A« eredményhez jutnak, a f6 vizsgalatban 2000 mg/kg-os kezdddozist kell alkalmazni, »B« vagy »C« eredmény esetén
pedig 5000 mg/kg-os kezd6dozist.

F§ vizsgalat

A 2. mellékletben bemutatott 1épcsdzetes eljards soran irdnyadd dontési szabalyokat ki lehet terjeszteni ugy, hogy
5000 mg/kg-os dozisszintet is lehessen alkalmazni. Ha tehat a f6 vizsgalathoz 5000 mg/kg-os kezdddozist alkalmaznak,
az » A« eredmény (02 elhullés) esetén egy masodik csoportnak 2000 mg/kg-os dozist kell beadni. »B« eredmény (nyil-
vanvalo toxicitas €s/vagy [l elhullas) vagy »C« eredmény (nincs toxicitds) esetén az anyagot a GHS rendszer szerint be
nem soroltnak kell tekinteni. Hasonl6 modon, ha az 5000 mg/kg-os dozistdl eltérd kezdddozist alkalmaznak, a
2000 mg/kg-os dozis alkalmazasakor kapott »C« eredmény esetén a vizsgalatot 5000 mg/kg-os dozissal kell folytatni.
Ha ezt kdvetden az » A« eredményhez jutnak, az anyagot a GHS 5. kategoriaba kell sorolni, »B« vagy »C« eredmény ese-
tén pedig be nem soroltnak kell tekinteni.
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4. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EiiM—-KvVM-BM egyiittes rendelethez

B.4. AKUT TOXICITAS: BORIRRITACIO/BORKORROZIOS HATAS

1. MODSZER
Ez a mddszer egyenértékli az OECD TG 404 (2002) modszerrel.

1.1. Bevezetés

Ennek a tovabbfejlesztett modszernek a kidolgozasa soran kiilon figyelmet szenteltek az allatjoléti szempontokkal
kapcsolatos lehetséges javitd beavatkozasoknak és a vizsgaland6 anyaggal kapcsolatban rendelkezésre allé 6sszes infor-
macio kiértékelésének, hogy ezaltal elkeriilhetd legyen a laboratoriumi allatokon torténd sziikségtelen kisérletezés.
A moédszer ajanlast fogalmaz meg arra nézve, hogy az anyag korr6zids vagy irrital6 hatdsanak vizsgalatara eldirt in vivo
kisérlet elvégzése elott el kell végezni a rendelkezésre all6 adatok bizonyito erejének elemzését (weight-of-the-evidence
analysis). Ha nem all rendelkezésre elegendd adat, akkor ezek mennyisége 1épcsdzetes vizsgalatok alkalmazasaval no-
velhetd (1). A vizsgalati stratégia részét képezi validalt és elfogadott in vitro vizsgéalatok végzése, amelyek a modszerhez
csatolt mellékletben keriilnek ismertetésre. Emellett javasolt, hogy — ahol lehet — a kiindulasi in vivo vizsgalat soran az
allatra ne egyszerre, hanem idoben egymas utan helyezzek fel a harom teszttapaszt.

A tudomanyos ésszeriiség ¢és az allatok kimélete érdekében nem szabad in vivo vizsgalatokat végezni mindaddig, amig
az anyag potencialis korrdzids/borirritald hatasara vonatkozo 6sszes rendelkezésre allé adaton el nem végezték azok bi-
zonyito erejének elemzését. Illyen adatok az embereken és/vagy laboratoriumi allatokon elvégzett vizsgalatok eredmé-
nyeli, a szerkezetileg rokon anyagok vagy elegyeik korrdzids/irrital6 hatasaival kapcsolatos bizonyitékok, az anyag erds
savassagat vagy lugossagat igazolo adatok (2) (3), valamint a validalt és elfogadott in vitro vagy ex vivo vizsgalatokbol
kapott eredmények (4) (5) (5a). Az elemzésnek csokkentenie kell az in vivo borkorr6zios/borirritacids vizsgalatok iranti
igényt azoknak az anyagoknak az esetében, amelyekre az emlitett két végpont tekintetében mas vizsgalatokbodl elegendd
bizonyiték all rendelkezésre.

A preferalt 1épcsdzetes vizsgalati stratégia, amely validalt és elfogadott in vitro vagy ex vivo korr6zids/irritacios vizs-
galatok elvégzését is magaban foglalja, a mddszerhez csatolt mellékletben keriil ismertetésre. A stratégiat egy
OECD-munkaértekezlet (6) résztvevodi dolgoztak ki, javasoltak egyhangulag, majd fogadtdk el mint a Vegyi anyagok
vizsgalatok elvégzése eldtt ezt a vizsgalati stratégiat javasolt kdvetni. Uj anyagok esetében ez az ajanlott 1épcsdzetes
vizsgalati megkozelités a tudomanyos szempontbol megfeleld adatok gylijtésére az anyag korrdzids/irritald hatdsaival
kapcsolatosan. Ismert anyagok esetében, ha nem all rendelkezésre elegendd adat a bérkorr6zids/borirritdld hatasokrol,
ennek a stratégianak az alkalmazaséaval kell potolni a hidnyz6 adatokat. Megfelelden meg kell indokolni az ettdl eltérd
vizsgalati stratégia vagy eljaras alkalmazasat, vagy ha ugy dontenek, hogy nem hasznéljdk a 1épcsdzetes vizsgélati
megkozelitést.

Ha a korr6zids vagy irritald hatdsokat nem lehet meghatarozni az adatok bizonyitd erejének elemzésével, a 1épcsdze-
tes vizsgalati stratégiaval 6sszhangban fontoléra kell venni in vivo vizsgalatok elvégzését (1asd a mellékletben).

1.2. Fogalommeghatarozdsok

»Borirritacio«: a vizsgalando anyag alkalmazasat kovetden 4 6rdn beliil megjelend, visszafordithatd borkarosodas.

»Borkorrozios hatas«: a vizsgalandé anyag alkalmazasat kovetéen négy oran beliil megjelend, visszafordithatatlan
bérkarosodas, azaz a felhamon at az irhara is atterjedd lathatd szovetelhalas. A korr6zids reakciot fekélyek, vérzés, véres
var, illetve a 14 napos megfigyelési idészak végén a bor kifehéredése miatti elszinezédések, teljesen szdrtelen teriiletek
és hegek jellemzik. A problémas 1ézidk kiértékelése érdekében fontolora kell venni korszovettani vizsgalatok
elvégzését.

1.3. A vizsgalati modszer elve

A vizsgalando anyagot egyetlen dozisban kell alkalmazni a kisérleti allat bérén; a vizsgalt allat nem kezelt borfeliiletei
szolgalnak kontrollként. Az irritacid/korrdzid mértékét meghatarozott idékozonként kell ellendrizni és értékelni, tovab-
ba a hatasok teljes kiértékelése érdekében részletesebben is ismertetni. A vizsgalat idotartamanak elég hosszunak kell
lennie ahhoz, hogy meg lehessen hatdrozni a megfigyelt hatasok visszafordithatosagat vagy visszafordithatatlansagat.

A vizsgalat barmely fazisaban tartos stilyos szorongas és/vagy fajdalom jeleit mutaté allatokat humanus modon exter-
mindlni kell, és az anyagot ennek megfelelden kell értékelni. Az elhullas kozelében 1€vo €s sulyosan szenvedd allatok
humanus modon torténd exterminalasarol szolo dontéssel kapcsolatos kritériumok a (8) hivatkozasban talalhatok.
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1.4. A vizsgalati modszer ismertetése

1.4.1. Az in vivo vizsgalat el0készitése

1.4.1.1. Az allatfaj kivalasztasa

A preferalt laboratoriumi allatfaj az albind nyul, és egészséges, fiatal felnott allatokat kell alkalmazni. Mas fajok alkal-
mazasat megfelelden indokolni kell.

1.4.1.2. Az allatok elékészitése

A vizsgalat el6tt koriilbeliil 24 oraval el kell tavolitani az allat szérzetét Gigy, hogy teljesen le kell nyirni az allat torzsé-
nek dorzalis tertiletét. Vigyazni kell arra, hogy ekdzben ne dorzsoljék ki az allat bérét, és csak olyan allatokat szabad al-
kalmazni, amelyek bore ép és egészséges.

Egyes nyultdrzsek szorzete stirti foltokban n6, amelyek az év egyes szakaszaiban még szembetiindbbek. Nem szabad
vizsgalati teriiletként hasznalni az ilyen stirli szérzetndovekedéssel jellemzett részeket.

1.4.1.3. Az allatok tartasanak és etetésének koriilményei

Az éllatokat egyedileg kell elhelyezni. Nyulak esetében a kisérleti helyiség hdmérsékletének 20 °C (£3 °C)-nak kell
lennie. Bar a helyiség relativ paratartalmanak legalabb 30%-nak kell lennie, illetve a takaritds id6tartamatol eltekintve
lehetdleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek 50 és 60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mesterséges; 12 dras
vilagos és 12 6ras sotét periddusok valtsak egymadst. Az etetéshez standard laboratoriumi takarmany alkalmazhato,
korlatlan mennyiségii ivoviz biztositdsa mellett.

1.4.2. A vizsgélati eljaras

1.4.2.1. A vizsgaland6 anyag alkalmazasa

A vizsgilandé anyagot egy kis (koriilbeliil 6 cm’-es) bérteriiletre kell kijuttatni, majd egy géztapasszal le kell takarni,
és nem irritald ragasztoszalaggal kell a helyén rogziteni. Olyan esetekben, amikor a kozvetlen alkalmazas nem megold-
hat6 (pl. folyadékok vagy egyes masszak esetében), a vizsgalando anyagot el6szor a géztapaszra kell felvinni, €s azutan
azt kell a borre tenni. Az expozicids id0 tartamara a tapaszt lazan kell a borre rdgziteni egy megfeleld félig zaro kotés al-
kalmazasaval. Amennyiben a vizsgalandd anyagot a tapaszra viszik fel, ugy kell a bdrre rogziteni, hogy megfeleld le-
gyen a kontaktus, és az anyag egyenletesen oszoljon el a béron. Gondoskodni kell arrdl, hogy az allat ne férjen hozza a
tapaszhoz és ne nyelje le vagy I¢legezze be a vizsgalando anyagot.

A folyékony vizsgalandd anyagokat altalaban higitatlanul kell alkalmazni. Szilard anyagok vizsgalatakor (amelyeket
sziikség esetén porra lehet 6rolni) a vizsgalandd anyagot a lehetd legkisebb, de a borrel valdé megfeleld kontaktus biztosi-
tasahoz elegendd mennyiségii vizzel (vagy ha sziikséges, mas megfeleld vivoanyaggal) meg kell nedvesiteni. Ha viztdl
eltér6 vivoanyagot alkalmaznak, a vivéanyag legfeljebb minimalis mértékben befolyasolhatja a vizsgalandé anyag altal
gyakorolt irritalo hatast.

Ha megoldhato, az altalaban 4 6ras expozicios id0 végén az adott esetben megmaradt vizsgalando anyagot vizzel vagy
mas megfeleld olddszerrel el kell tavolitani, de vigyazni kell arra, hogy ezzel ne legyenek hatassal a meglévo valaszreak-
ciokra vagy a felham épségére.

1.4.2.2. A dozisok

A vizsgalati helyre 0,5 ml folyadékot vagy 0,5 g szilard anyagot vagy masszat kell felvinni.

1.4.2.3. Kiindulési vizsgalat (in vivo borirritdcios/bOrkorrdzios vizsgalat egy allat felhasznalasaval)

Nyomatékosan ajanlott, hogy az in vivo vizsgalatot el6szor egy allaton végezzék el, kiilondsen akkor, ha az anyag gya-
nithatdan korr6zios hatasu. Ez 6sszhangban 4ll a 1épcsdzetes vizsgalati stratégidval (1asd az 1. mellékletet).

Ha az adatok bizonyito erejének elemzése alapjan az anyag korr6zids hatdsunak mindsiil, nincsen sziikség tovabbi al-
latkisérletekre. A legtobb gyanithatéan korr6zios hatast anyag esetében altalaban sziikségtelen tovabbi in vivo vizsgala-
tokat végezni. Ha azonban nincs elegendd bizonyiték, és emiatt indokoltnak latszik a tovabbi adatgyijtés, az alabbi elja-
ras alkalmazasaval korlatozott allatkisérletek végezhetdk: az allatra egymast kovetden legfeljebb harom tapaszt kell fel-
helyezni. Az els6 tapaszt harom perc utdn el kell tavolitani, és ha nem lathatok stlyos bérreakciok, a méasodik tapaszt is
fel kell helyezni, majd egy ora elteltével ezt is el kell tavolitani. Ha a megfigyelések ebben a szakaszban azt mutatjak,
hogy humanusan megengedhetd az expozicid négy ordra torténd meghosszabbitasa, egy harmadik tapaszt is fel lehet
helyezni, majd négy 6ra mulva eltavolitani és kiértékelni a valaszreakciot.

Ha a harom egymas utani expozicié barmelyike utan korr6zids hatas tapasztalhato, a vizsgalatot azonnal be kell fejez-
ni. Ha az utolso6 tapasz eltavolitasa utan sem figyelhetd meg korrdzios hatés, az allatot 14 napon at meg kell figyelni, ki-
véve, ha elébb jelentkezik korr6zids hatas.

Azokban az esetekben, amikor a vizsgaland6 anyag varhatoan nem okoz korrdzids hatast, de irritalo lehet, négy orara
kell felhelyezni egyetlen tapaszt egy allatra.

1.4.2.4. Ellen6rz6 vizsgalat (in vivo borirritacios/borkorrdzios vizsgalat tovabbi allatok alkalmazasaval)

Ha a kiindulasi vizsgalat soran nem figyelheté meg korr6zids hatas, legfeljebb tovabbi két allaton egy-egy tapasz és
négyoras expozicios 1d6 alkalmazasaval meg kell erésiteni az irritdciot vagy a negativ valaszreakciokat. Ha a kiindulasi
vizsgalat soran irritacios valaszt figyeltek meg, az ellenérz6 vizsgalatok 1épcsdzetesen is elvégezhetdk, vagy ugy, hogy
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két tovabbi allatot egyszerre kezelnek. Abban a kivételes esetben, ha nem végeznek kiindulasi vizsgalatot, két vagy ha-
rom allatot lehet kezelni egy-egy tapasszal, amelyet négy ora utdn tavolitanak el. Ha két allatot hasznalnak, és mindkettd
ugyanolyan valaszreakciot mutat, nincs sziikség tovabbi vizsgalatokra. Egyéb esetben egy harmadik éllatot is be kell
vonni a vizsgalatba. A nem egyértelmi valaszokat esetleg tovabbi allatok alkalmazasaval kell értékelni.

1.4.2.5. Megfigyelési idészak

A megfigyelési idoszak hosszat gy kell megvalasztani, hogy elegendd legyen a megfigyelt hatasok visszafordithato-
sagénak teljes kiértékelésére. A vizsgalatot azonban azonnal meg kell szakitani, ha az allat tartésan stlyos fajdalom vagy
szorongas jeleit mutatja. A hatasok visszafordithatésaganak meghatarozasahoz az allatokat a tapaszok eltavolitasa utan
legfeljebb 14 napig meg kell figyelni. Ha a visszafordithatosag a 14 napos iddszak vége elétt bebizonyosodik, a kisérletet
ekkor kell befejezni.

1.4.2.6. Klinikai megfigyelések és a bérreakciok értékelése

Minden allatnal meg kell vizsgalni a borpir (eritéma) vagy vizeny6 (6déma) jeleit, tovabba a tapasz eltavolitasa utan
60 perccel, majd 24, 48 és 72 oraval értékelni kell a valaszreakcidkat. Az egy allattal végzett kiindulasi vizsgalatban a
vizsgalati teriiletet a tapasz eltavolitasa utdn azonnal is meg kell vizsgalni. A bdrreakcidkat a csatolt tablazatban meg-
adottak szerint kell értékelni és jegyzOkonyvezni. Ha 72 6ranal sem irritacioként, sem korr6zioként nem értékelhetd bor-
karosodas lathato, a hatasok visszafordithatosaganak meghatarozasahoz sziikség lehet arra, hogy a megfigyeléseket a
14. napig folytassak. Az irritacié megfigyelésén kiviil minden lokalis toxikus hatast, mint példaul a bor zsirtartalmanak
csokkentését, és barmely karos szisztémas hatast (pl. a mérgezés klinikai tiineteire és a testtomegre gyakorolt hatast)
részletesen le kell irni, és fel kell jegyezni. A nem egyértelmi eredmények tisztazasa érdekében fontoldra kell venni
korszovettani vizsgalatok elvégzését is.

A borreakciok értékelése elkeriilhetetleniil szubjektiv. A bérreakciok értékelésének harmonizalasa és a vizsgald labo-
ratoriumok, illetve a megfigyelésekben és azok értékelésében részt vevok segitése érdekében a megfigyeléseket végzo
személyzetet megfelelden ki kell képezni az alkalmazott értékeld rendszer (lasd a csatolt tablazatot) hasznalatara. Hasz-
nos lehet egy, a borirritaciok és mas 1éziok értékelését ismertetd, illusztralt (itmutato is (9).

2. ADATOK

2.1. Az eredmények bemutatdsa
A végleges vizsgalati jelentésben a vizsgalatok eredményeit tdblazatos formaban kell dsszefoglalni, amelynek a
3.1. szakaszban felsorolt tételek mindegyikét tartalmaznia kell.

2.2. Az eredmények értékelése

A bérirritacios pontszamokat a 16zidk jellegével és sulyossagaval, illetve visszafordithatosagaval vagy visszaforditha-
tatlansagaval osszefliggésben kell értékelni. Az egyes pontszamok nem jelentenek abszolut normat egy anyag irritacios
tulajdonsagai tekintetében, mivel a vizsgaland6 anyag egyéb hatasait is értékelni kell. Az egyes pontszamokat ehelyett
referenciaértékeknek kell tekinteni, amelyeket a vizsgalat soran tett dsszes egyéb megfigyeléssel egyiittesen kell érté-
kelni.

Az irritacios valaszok értékelésekor figyelembe kell venni a bdrléziok visszafordithatosagat. Ha az olyan vélaszok,
mint a szOrhiany (korlatozott teriileten), koros elszarusodas (hiperkeratdzis), a szovetszaporodas (hiperpldzia) vagy a
hamlés a 14 napos megfigyelési idészak végére sem millnak el, a vizsgalando anyagot irritalonak kell tekinteni.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek a kovetkezd informaciokat kell tartalmaznia:

Az in vivo vizsgalatok indoklésa: a korabban rendelkezésre all6 vizsgalati adatok, ezen beliil a [épcsézetes vizsgalati
stratégia soran nyert adatok bizonyito erejének elemzése:

— a korabbi vizsgalatbol rendelkezésre all6 adatok ismertetése;

— avizsgalati stratégia egyes szakaszaiban nyert adatok;

— azelvégzett in vitro vizsgalatok, ezen beliil az eljarasok, illetve a vizsgaland6 anyaggal és a referenciaanyagokkal a
kapott eredmények részleteinek ismertetése;

— az adatok bizonyito erejének elemzése az in vivo vizsgalat elvégzéséhez.

Vizsgaland6 anyag:

— azonosito adatok (pl. CAS-szam; eredet; tisztasag; ismert szennyezok; tételszam);

— fizikai megjelenés és fizikai-kémiai tulajdonsagok (pl. pH, illékonysag, oldhatosag, stabilitas);

— elegy esetén annak Osszetétele és az egyes komponensek egymashoz viszonyitott aranya.
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VivOanyag:
— megjeldlés, (adott esetben) koncentracid, alkalmazott térfogat;
— avivbanyag megvalasztasanak indoklasa.

Kisérleti allatok:

— az alkalmazott faj/torzs, adott esetben az albind nyultol eltérd faj alkalmazasanak indoklasa;

— az allatok szama ivaronként;

— az egyes 4allatok testtomege a vizsgalat el6tt és utdn;

— ¢életkor a vizsgalat kezdetén;

— az allatok szarmazasa, tartasuk koriilményei, takarmanya stb.

Kisérleti koriilmények:

— atapasz helyének elokészitésére alkalmazott technika;

— atapasz anyaganak ¢és a felhelyezési technika részletes ismertetése;

— avizsgaland6 anyagbol eldallitott készitménynek, az alkalmazas és az eltavolitas a részletes ismertetése.

Eredmények:

— azirriticids/korr6zios valaszok pontszamainak tablazatos formaban torténd megadéasa minden egyes allatra és min-
den egyes mérési id6pontra vonatkozdan;

— az Osszes megfigyelt 1€zi6 ismertetése;

— amegfigyelt irritacid vagy korrdzio jellegének és mértékének, illetve az esetleges korszovettani eredmények leird
jellegli ismertetése;

— abdrirritacion és korrdzios hatason kiviili egyéb karos hatasok (pl. a bor zsirtartalmanak csokkenése) €s szisztémas
hatasok ismertetése.

Az eredmények diszkusszidja.
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I tablazat

A borreakciok értékelése

Bérpir (eritéma) és porkképzédés

INITICS DOTPIT veenvieiieitete ettt ettt ettt ettt et e bt e e et e esteesbeenbeenteenseenteenseenseenseenseenseanseenseenseenbeenseenseenseenseenseenseenseensennns 0
Nagyon enyhe bOrpir (lig ESZICTNEI) .......eecuieiiiiiiiiiieeii ettt ettt et te e teesteeste e be e beesseesseesseeseesaeseesaens 1
JOL KITRJEZETE DOTPIT .veevvieteeie ettt ettt ettt ettt ettt e et e esbe e beesbeesbeesbeesbeesbeenbeenseesbeesseenseenseenbeenseenseenseensennns 2
KOZepes-stly0s METLEKTL DOTPIT .....iiiiiiiiiieie ettt ettt e et e et e et e e st e e ssteeessaeessaeesbeasssaeensaeensseesseennseesnseennses 3
Porkképzddésig fokozodo sulyos borpir (céklavords szin), amely lehetetlenné teszi a bérpir osztalyozasat .............. 4

Lehetséges maximum: 4

Vizenyoképzodeés

ININCS VIZEIYO ottt ettt ettt ettt ettt et et e bt et et e bt e bt e et e bt e bt e bt e bt et e e st e st e bt e be e bt e bt e bt e beenneennnenanen 0
Nagyon enyhe vizenyod (alig ESZICTNELO) ......ccueeiiiiiiiiiiiieee ettt snees 1
Enyhe vizenyd (a teriilet szélei az egyértelmii kiemelkedések miatt jol kifejezettek) .......cocevvievinininiicninnincnnene, 2
Kozepes stlyossagu vizeny6 (koriilbeliil 1 mm-re emelkedik Ki) ....occoovieiiiiiiiiii e 3
Stlyos vizeny6 (tobb mint 1 mm-re emelkedik ki és nagyobb, mint az expozicios teriilet) ........cccoccevveerievieeiieennane 4

Lehetséges maximum: 4

A nem egyértelmil valaszokat korszovettani vizsgalattal lehet tisztazni.

Melléklet
Lépcsézetes vizsgalati stratégia borirritacids és borkorrozios vizsgalatokhoz

ALTALANOS MEGFONTOLASOK

A tudomanyos ésszerliség és az allatok kimélete érdekében fontos, hogy elkeriilhetd legyen az allatokkal valé sziik-
ségtelen kisérletezés, illetve minimalisra lehessen csokkenteni azokat a vizsgalatokat, amelyek valosziniileg sulyos va-
laszreakciokat valtanak ki a kisérleti allatokban. Az in vivo vizsgalatok fontoldra vétele el6tt minden, az anyag potencia-
lis bérkorrozids/borirritald hatasaval 6sszefliggd informaciot ki kell értékelni. Lehet, hogy elegendd bizonyiték van a
vizsgalando anyag borkorrdzios és borirritacids potencial alapjan torténd besorolasara anélkiil, hogy laboratoriumi alla-
tokon kisérleteket kellene végezni. Az adatok bizonyito erejének elemzésével és a 1épcsdzetes vizsgalati stratégia alkal-
mazasaval tehat minimalisra csokkenthetd az in vivo vizsgalatok iranti igény, kiilondsen, ha az anyag valosziniileg
sulyos reakciokat okoz.

Az anyagok borirritald és borkorrdzios hatasaval kapcsolatban rendelkezésre allo informaciok értékelésére célszeri
elvégezni az adatok bizonyitd erejének elemzését annak érdekében, hogy meg lehessen hatarozni, hogy az in vivo bor-
vizsgalatokon kiviil sziikség van-e egy¢b vizsgalatokra az irritald/korr6zids potencial jellemzéséhez. Ha tovabbi vizsga-
latokra van sziikség, a kisérleti adatok dsszegytiijtéséhez, a Iépcsdzetes vizsgalati stratégiat javasolt alkalmazni. Az olyan
anyagok esetében, amelyeket korabban nem vizsgaltak, az anyag borkorrdzios/borirritald potencialjanak értékelésé¢hez
sziikséges adatsor eldallitdsahoz a 1épcsdzetes vizsgalati stratégiat kell alkalmazni. Az ebben a mellékletben ismertetett
vizsgalati stratégiat egy OECD-munkaértekezleten (1) dolgoztak ki, majd késébb jovahagytak, és a Harmonizalt
integralt veszélyosztalyozasi rendszer a vegyi anyagok human egészségiigyi és kornyezeti hatdsainak osztalyozasara
keretében kibovitették, és 1998 novemberében a Vegyi Anyag Bizottsag és a Vegyi Anyag Munkacsoport 28. egyiittes
ilésén jovahagytak (2).

Bar ez a 1épcsdzetes vizsgalati stratégia nem képezi szerves részét a B.4. vizsgalati modszernek, kifejezésre juttatja a
bérirritacio/borkorrdzio jellemzdinek meghatarozasara ajanlott megkozelitést. Ez a megkdzelités testesiti meg a legjobb
gyakorlatot, és etikai szempontbol is iranyado az in vivo bérirritacios/borkorr6zios vizsgalatokhoz. A vizsgalati modszer
utmutatast ad az in vivo vizsgalatok elvégzéséhez, és sszefoglalja azokat a tényezdket, amelyeket az ilyen vizsgalatok
megkezdése el6tt fontolora kell venni. A stratégia megkozelitést biztosit a vizsgalandd anyag bérirritalo/borkorrdzios
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tulajdonsagaival kapcsolatos meglévo adatok értékeléséhez, és 1épcsdzetes megkdzelitést jelent az olyan anyagokra vo-
natkoz6 adatok Osszegylijtéséhez, amelyekhez tovabbi vizsgalatokra van sziikség, vagy amelyeket korabban egyaltalan
nem vizsgaltak. Javaslatot tesz tovabba validalt és elfogadott in vitro vagy ex vivo bdrirritdcios/borkorrdzios vizsgalatok
meghatarozott koriilmények esetén torténd elvégzésére.

AZ ERTEKELESI ES VIZSGALATI STRATEGIA ISMERTETESE

A vizsgalatoknak a 1épcsdzetes vizsgalati stratégia (dbra) keretében torténd elvégzése eldtt minden rendelkezésre 4ll6
informaciot ki kell értékelni annak meghatdrozasa érdekében, hogy sziikség van-e in vivo bérvizsgélatokra. Bar egy-egy
paraméter (pl. sz€lsOséges pH-érték) vizsgalatabol is jelentds mennyiségili informacio nyerhetd, az 6sszes rendelkezésre
allo informaciot figyelembe kell venni. A kérdéses anyag vagy analogjai hatdsaival kapcsolatos 0sszes adatot értékelni
kell azok bizonyit6 erejérdl vald dontés meghozatalakor, és meg is kell indokolni ezt a dontést. Elsddleges hangsulyt kell
fektetni az anyaggal kapcsolatban rendelkezésre 4116 human és allatkisérletes adatokra, ezt kdvetden az in vitro vagy ex
vivo vizsgalatok eredményére. Lehetdség szerint keriilni kell a korr6zios hatast anyagok in vivo vizsgalatat. A vizsgalati
stratégia sordn figyelembe veendo tényezdk a kovetkezok:

A rendelkezésre allo human és dllatkisérletes adatok értékelése (1. lépés). Els6 1épésben a rendelkezésre 4ll6 human
adatokat, pl. klinikai vagy munkaegészségiigyi vizsgalatokat, valamint esettanulmanyokat és/vagy allatkisérletes adato-
kat, pl. egyszeri vagy ismételt bérexpozicids toxicitasi vizsgalatokat kell kiértékelni, mivel ezek a bérre gyakorolt hata-
sokra kdzvetleniil vonatkozo6 informaciokat szolgaltatnak. Az ismerten irritalo vagy korr6zids hatast anyagokat, illetve
azokat, amelyek esetében egyértelmiien bizonyithato az ilyen hatdsok hianya, nem sziikséges in vivo vizsgalni.

A szerkezet-aktivitasi osszefiiggések (SAR) elemzése (2. lépés). Ha vannak, fontolora kell venni szerkezetileg rokon
anyagok vizsgalatat. Ha a szerkezetileg rokon anyagokkal vagy elegyeikkel kapcsolatban elegendd olyan human
és/vagy allatkisérletes adat all rendelkezésre, amely valdszintisiti a borkorr6zios/bdrirritacids potencialt, feltételezhetd,
hogy az értékelés alatt alld vizsgalandd anyag ugyanilyen valaszreakcidkat valt ki. Ilyen esetekben el6fordulhat, hogy a
vizsgaland6 anyagot nem kell megvizsgalni. A 1épcsdzetes vizsgalati stratégia értelmében a szerkezetileg rokon anyagok
vagy elegyeik vizsgalatabol szarmazo negativ adatok nem jelentenek elegendd bizonyitékot arra nézve, hogy az anyag
nem korrdzids hatast vagy nem irritald. A bérkorrdzids és borirritald potencial meghatarozasara validalt és elfogadott
SAR-megkozelitéseket kell alkalmazni.

Fizikai-kémiai tulajdonsagok és kémiai reaktivitas (3. lépés). A szélséséges, példaul pH < 2,0 és > 11,5 kémhatasu
anyagok erdteljes lokalis hatast gyakorolhatnak. Ha a sz¢éls6séges pH-érték az alapja annak, hogy egy anyagot korr6zios
hatasunak mindsitsiink, akkor az anyag sav/alkali tartalékat (vagy pufferkapacitasat) is figyelembe lehet venni (3) (4).
Ha a pufterkapacitas alapjan valosziniisithetd, hogy az anyag nem bdrkorrdzids hatasu, akkor ennek megerdsitésére to-
vabbi vizsgalatokat kell végezni, lehetdleg validalt és elfogadott in vitro vagy ex vivo modszerek alkalmazasaval (lasd az
5. és 6. 1épést).

Dermalis toxicitas (4. lépés). Ha egy vegyliletrdl kideriil, hogy dermalis alkalmazas esetén nagyon toxikus, el6fordul-
hat, hogy az anyag in vivo borirritacids/bérkorrdzids vizsgalata nem oldhaté meg, mivel a vizsgalando6 anyag szokdsosan
alkalmazott mennyisége meghaladhatja a nagyon mérgez6 dozist, és ennek kovetkeztében az allatok elhullasat vagy sa-
lyos szenvedését okozhatja. Emellett, ha a 2000 mg/testtomeg-kg-os hatardozisig vagy annal magasabb dozisok alkal-
mazasaval korabban mar végeztek albind nyulakban in vivo dermalis toxicitasi vizsgalatokat, és nem tapasztaltak borirri-
taciot vagy borkorréziot, el6fordulhat, hogy nem lesz sziikség tovabbi bérirritacios/borkorrdzids vizsgalatokra. A korab-
bi vizsgalatok akut dermélis toxicitasi eredményeinek értékelésekor egy sor megfontolast kell figyelembe venni. El6for-
dulhat példaul, hogy a borlézidkkal kapcsolatos adatok hidnyosak. Esetleg nem nytlon végezték a vizsgalatokat és a
megfigyeléseket, és a kiilonbozé allatfajokban nagyon eltérd lehet a valaszreakciok érzékenysége. Illetve lehetséges,
hogy az llatokon alkalmazott vizsgaland6 anyag formaja nem volt alkalmas a borirritacié/bérkorrdzid vizsgalatara [pl. a
dermalis toxicitasi vizsgalatokban alkalmazott higitas miatt (5)]. Azokban az esetekben azonban, ahol jol megtervezett
¢és lefolytatott dermadlis toxicitasi vizsgalatokat végeztek nyulakon, a negativ eredményeket elegendd bizonyitéknak
tekinthetjlik arra, hogy az anyag nem korr6zios hatasu és nem irritalo.

In vitro vagy ex vivo vizsgalatok eredményei (5. és 6. lépés). Nem kell allatokon kisérletezni olyan anyagokkal, ame-
lyek e konkrét hatdsok meghatarozasara tervezett, validalt és elfogadott modszerekkel végzett in vitro vagy ex vivo vizs-
galatokban (6) (7) korr6zios vagy sulyos irritdld hatasokat mutattak. Ilyen esetben fel lehet tételezni, hogy az anyag
in vivo is hasonloan stlyos hatasokat valt ki.

In vivo vizsgalat nyulakban (7. és 8. lépés). Ha az adatok bizonyitd erejének elemzése alapjan hozott dontés szerint
in vivo vizsgalatokat kell végezni, elso 1épésben egyetlen allattal kiindulasi vizsgalatot kell végezni. Ha e vizsgalat ered-
ménye szerint az anyag borkorrdzios hatasu, nem szabad tovabbi vizsgalatokat végezni. Ha a kiindulasi vizsgalatban
ellendrizni kell. Ha a kiindulasi vizsgalatban irritacio tapasztalhato, az ellenérzé vizsgalat végezhetd 1épcsdzetesen is,
vagy ugy is, hogy a két tovabbi allatot egyszerre kezelnek.
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Abra
Vizsgalati és kiértékelési stratégia a borirritdacio, illetve a borkorrozio vizsgalatihoz

Tevékenység Eredmény Kovetkezetés

1. |A meglévé human és/vagy allatkisérle- | Korr6zios hatasu Csucs végpont; korrdzios hatasu-
tes adatok szerint hatassal van a borre nak kell tekinteni. Nincs sziikség
vagy a nyalkahartyara vizsgalatokra.

Irrital6 hatast Csucs végpont; irritald hatasunak
kell tekinteni. Nincs sziikség vizs-
galatokra.

Nem korr6zios / nem irritald hatdsu Csucs végpont; nem korr6zids €s
nem irritalo hatastinak kell tekin-
teni. Nincs sziikség vizsgalatokra.

2
Nincs informacio, vagy van, de nem
meggyozd
\
2. |SAR-értékelést kell végezni a borkor- |Sulyos borkarosodast jelez elére Korr6zios hatasunak kell tekinteni.
r6ziora/borirritaciora vonatkozoan Nincs sziikség vizsgalatokra.
Borirritaciot jelez eldre Irrital6 hatastnak kell tekinteni.

Nincs sziikség vizsgalatokra.

2

Nem lehet elorejelzést tenni, vagy az
elorejelzések nem meggyozoek vagy
negativak

{

3. |Meg kell mérni a pH-t (adott esetben |pH < 2 vagy > 11,5 (nagy puffer-  Fel kell tételezni, hogy korr6zios
figyelembe kell venni a pufferkapaci- | kapacitdssal, amennyiben ez lénye- hatasi. Nincs sziikség vizsgala-
tast is) ges) tokra.

0
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Tevékenység

2<pH<I11,5, vagy pH < 2 vagy
pH > 11,5 alacsony vagy nulla puffer-
kapacitassal, amennyiben ez lényeges

{

4. |Ki kell értékelni a dermalis alkalmazas
esetén mérhetd szisztémas toxicitast'

Nincs ilyen informacio, vagy van, de
nem meggyozo

{

5. |El kell végezni egy validalt in vitro
vagy ex vivo borkorr6zios vizsgalatot

Az anyag nem korrozios hatdsu

{

6. |El kell végezni egy validalt in vitro
vagy ex vivo borirritacids vizsgalatot

\

A borirritacios vizsgalatra még nincse-
nek validalt in vitro vagy ex vivo vizs-
galati modszerek, vagy az anyag nem

irritald hatasu

{

7. |[Egyetlen nytlon el kell végezni az eld-
zetes in vivo vizsgalatot

Nincs sulyos karosodds

{

8. |Egy vagy két tovabbi allaton el kell vé-
gezni az ellendrzo vizsgalatot

' A2 ¢ésa3. lépés elétt is el lehet végezni.

Eredmény

Nagyon mérgez6

2000 mg/testtomeg-kg vagy annal
magasabb hatardozissal nyulakon
vizsgalva nem korrdzios vagy irri-
talo hatasu

Korrdzids hatasra utald valasz

Irritald valasz

Stlyos bérkarosodas

Korrdzids hatast vagy irritald

Nem korrézios vagy irritalo hatast

Kovetkezetés

Nincs sziikség tovabbi vizsgalatok-
ra.

Fel kell tételezni, hogy nem korro-
7i0s vagy irritalo hatast. Nincs
sziikség tovabbi vizsgalatokra.

In vivo korr6zids hatast kell feltéte-
lezni. Nincs sziikség tovabbi vizs-
galatokra.

In vivo irritaciot kell feltételezni.
Nincs sziikség tovabbi vizsgala-
tokra.

Korrozids hatasunak kell tekinteni.
Nincs sziikség tovabbi vizsgala-
tokra.

Korrézids hatastinak vagy irritalo-
nak kell tekinteni. Nincs sziikség
tovabbi vizsgélatokra.

Nem korrézioés és nem irritald hata-
sunak kell tekinteni. Nincs sziikség
tovabbi vizsgalatokra.



42 MAGYAR KOZLONY 2005/154/11. szdm

5. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EiiM—KvVM-BM egyiittes rendelethez

B.5. AKUT TOXICITAS: SZEMIRRITACIO/SZEMKORROZIOS HATAS

1. MODSZER
Ez a médszer egyenértékii az OECD TG 405 (2002) modszerrel.

1.1. Bevezetés

Ennek a tovabbfejlesztett modszernek a kidolgozasa soran kiilon figyelmet szenteltek a vizsgalando anyaggal kapcso-
latban rendelkezésre allo dsszes informacié kiértékelése révén lehetségessé valo javitd beavatkozasoknak, hogy ezaltal
elkeriilhetd legyen a laboratdriumi allatokon torténd sziikségtelen kisérletezés, és igy tiszteletben lehessen tartani az al-
latjoléti szempontokat is. A modszer ajanlast fogalmaz meg arra nézve, hogy az anyag akut szemkorr6zios vagy szemir-
ritalo hatasanak vizsgalatara el6irt in vivo kisérlet elvégzése el6tt el kell végezni a rendelkezésre allo adatok bizonyitd
erejének elemzését (1). Ha nem all rendelkezésre elegendd adat, akkor ajanlott 1épcsdzetes vizsgalatok alkalmazasaval
béviteni ezeket (2) (3). A vizsgalati stratégia részét képezi validalt és elfogadott in vitro vizsgalatok végzése, amelyek a
vizsgalati modszer mellékleteként keriilnek ismertetésre. Ajanlott tovabba, hogy az in vivo szemvizsgalatok tervbevétele
elott a szemkorrdzios hatas eldrejelzésére végezzenek in vivo borirritacios/bérkorr6zids vizsgalatot.

A tudomanyos ésszeriiség ¢és az allatok kimélete érdekében nem szabad in vivo vizsgélatokat végezni mindaddig, amig
az anyag potencialis szemkorr6zids/irritadlo hatasara vonatkozo 6sszes rendelkezésre 4116 adatra vonatkozoan el nem vé-
gezték az adatok bizonyitd erejének elemzését. Ilyen adatok az embereken és/vagy laboratoriumi allatokon elvégzett
vizsgalatok eredményei, a szerkezetileg rokon anyagok vagy elegyeik korrdzids/irritalod hatasaival kapcsolatos tények,
az anyag erds savassagat vagy lugossagat igazold adatok (4) (5), valamint a validalt és elfogadott in vitro vagy ex vivo
bérkorrdzids és borirritacids vizsgalatokbol kapott eredmények (6), (6a). Eléfordulhat, hogy a vizsgalatokat mar az ada-
tok bizonyito erejének elemzése el6tt elvégezték vagy éppen annak eredményeként végzik el.

Bizonyos anyagok esetében az ilyen elemzés annak a sziikségét jelezheti, hogy el kell végezni az anyag szemkorro-
zi0s/szemirritacids potencialjanak in vivo vizsgalatat. Minden ilyen esetben, az in vivo szemvizsgalat alkalmazasanak
tervbevétele el6tt eldszor lehetdleg el kell végezni, és ki kell értékelni egy in vivo vizsgalatot az anyag borre gyakorolt
hatasainak meghatarozasara a B.4. vizsgalati modszer (7) alkalmazasaval. Az adatok bizonyito erejének elemzése és a
1épcsdzetes vizsgalati stratégia alkalmazasa csokkenti az in vivo szemkorrdzios/szemirritacios vizsgalatok sziikségessé-
gét azoknak az anyagoknak az esetében, amelyekhez mas vizsgalatokbol elegendd bizonyiték all rendelkezésre. Ha a
1épcsdzetes stratégia alkalmazasaval nem hatarozhaté meg a szemkorr6zids/irritacids potencial, még az in vivo bérkorro-
7i0s és irritacids vizsgalat elvégzése utan sem, elvégezhetd egy in vivo szemkorr6zids/szemirritacios vizsgalat.

A preferalt 1épcsOzetes vizsgalati stratégia, amely magaban foglalja validalt in vitro vagy ex vivo korrdzios/irritacios
vizsgalatok elvégzését is, az e vizsgalati modszerhez csatolt mellékletben keriil ismertetésre. A stratégiat egy
OECD-munkaértekezlet (8) résztvevoi dolgoztak ki, javasoltak egyhangulag, majd fogadtak el mint a Vegyi anyagok
osztalyozasanak és cimkézésének egyetemes harmonizalt rendszere (GHS) (9) ajanlott vizsgalati stratégiajat. Az in vivo
vizsgalatok elvégzése elbtt ezt a vizsgalati stratégiat javasolt kovetni. Uj anyagok esetében ez az ajanlott 1épcsézetes
vizsgalati megkdzelités az anyag korrozids/irritald hatasaira vonatkozd, tudomanyos szempontbdl megfelelé adatok
gyljtésére. Ismert anyagok esetében, ha nem all rendelkezésre elegendd adat a szemkorrozids/szemirritald és borkorro-
zi0s/borirritalo hatasokrdl, ennek a stratégianak az alkalmazasaval kell potolni a hidnyzo adatokat. Megfeleléen meg kell
indokolni, ha ettdl eltérd vizsgalati stratégiat vagy eljarast alkalmaznak, vagy ha tigy dontenek, hogy nem hasznaljak a
1épcsdzetes vizsgalati megkdzelitést.

1.2. Fogalommeghatdrozasok

»Szemirritacio«: a vizsgalando anyagnak a szem eliils6 felszinén torténd alkalmazasat kovetden megjelend és az al-
kalmazéstol szamitott 21 napon belill teljes mértékben visszafordithatd szemelvaltozasok.

»Szemkorrozios hatds«: a vizsgalandd anyagnak a szem eliilsé felszinén torténd alkalmazasat kovetden megjelend és
az alkalmazastdl szamitott 21 napon beliil nem teljes mértékben visszafordithatd szdvetkarosodasok a szemben, vagy
sulyos fizikai latoképesség-romlas.

1.3. A vizsgalati modszer elve

A vizsgalandd anyagot egyetlen dozisban kell alkalmazni a kisérleti allat egyik szemén; a masik, nem kezelt szem
szolgal kontrollként. A szemirriticid/szemkorr6zid mértékét meghatarozott idokozonként a kdtéhartya, szaruhartya és
szivarvanyhartya Iézioinak pontozasaval kell kiértékelni. A hatasok teljes kiértékelése érdekében részletesen ismertetni
kell a szemre gyakorolt egyéb hatasokat és a karos szisztémas hatasokat is. A vizsgalat id6tartamanak elég hossziinak
kell lennie ahhoz, hogy meg lehessen hatarozni a hatasok visszafordithatosagat vagy visszafordithatatlansagat.
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A vizsgalat barmely fazisaban tartosan stlyos szorongas és/vagy fajdalom jeleit mutat6 allatokat humanus médon ex-
terminalni kell, és az anyagot ennek megfelelden kell értékelni. Az elhullds kdzelében 1évo és stilyosan szenvedd allatok
humanus modon torténd exterminalasarol szolo dontéssel kapcsolatos kritériumok a (10) hivatkozasban talalhatok.

1.4. A vizsgadlati modszer ismertetése

1.4.1. Az in vivo vizsgalat elokészitése

1.4.1.1. Az éllatfaj kivalasztasa

A preferalt laboratoriumi allatfaj az albind nyul, és egészséges, fiatal felndtt allatokat kell alkalmazni. Mas fajok alkal-
mazasat megfeleléen indokolni kell.

1.4.1.2. Az éllatok el6készitése

A vizsgalat elott legfeljebb 24 o6raval a vizsgalatra el6zetesen kivalasztott kisérleti allat mindkét szemét meg kell vizs-
galni. Nem szabad olyan allatot hasznalni, amely szemirritacidt, szemhibakat vagy korabban szerzett szaruhartya-
sériilést mutat.

1.4.1.3. Az éllatok tartasanak és etetésének koriilményei

Az allatokat egyedileg kell elhelyezni. Nyulak esetében a kisérleti helyiség hémérsékletének 20 °C (+ 3 °C)-nak kell
lennie. Bar a helyiség relativ paratartalméanak legalabb 30%-nak kell lennie, illetve a takaritds id6tartamatdl eltekintve
lehetdleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek 50 és 60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mesterséges; 12 dras
vilagos €s 12 oras sotét periodusok valtsak egymast. Az etetéshez standard laboratériumi takarmany alkalmazhato,
korlatlan mennyiségii ivoviz biztositdsa mellett.

1.4.2. Vizsgalati eljaras

1.4.2.1. A vizsgalandé anyag alkalmazasa

A vizsgaland6 anyagot az als6 szemhéj dvatos elhtizasa utan az allat egyik szemének kdtohartyazsakjaba kell bejuttat-
ni. Ezt kdvetden koriilbeliil egy masodpercig 6vatosan dssze kell fogni a szemhéjakat, hogy az anyag ki ne essen vagy
folyjon. A masik, nem kezelt szem kontrollként szolgal.

1.4.2.2. Oblogetés

A kisérleti allatok szemét a vizsgaland6 anyag becseppentése utan legalabb 24 6ran at nem szabad kimosni, kivéve
szilard anyagok alkalmazasa esetén (1. 1.4.2.3.2. szakasz), illetve ha azonnali korrdzios hatas vagy irritacio tapasztalha-
t6. Ha sziikségnek tiinik, 24 6ra mulva ki lehet mosni az allatok szemét.

Nem javasolt kontrollcsoport alkalmazasa a mosas hatasanak vizsgalatara, kivéve, ha az tudomanyosan indokolt. Ha
kontrollcsoport szlikséges, akkor ehhez két nyulat kell hasznalni. A mosas koriilményeit, pl. a mosas idépontjat, a moso-
oldat dsszetételét és homérsékletét, a mosas id6tartamat és sebességét, valamint az alkalmazott térfogatot részletesen
dokumentalni kell.

1.4.2.3. A dézisok

1.4.2.3.1. Folyadékok vizsgalata

Folyadékok vizsgalata esetén 0,1 ml-es dozist kell alkalmazni. Pumpés spray-ket nem szabad az anyag kozvetleniil a
szembe vald permetezésére hasznalni. A sprayt ki kell fijni, és tartalmat egy edényben Ossze kell gytijteni, mieldtt
0,1 ml-t az allat szemébe cseppentenének.

1.4.2.3.2. Szilard anyagok vizsgalata

Szilard anyagok, masszak és szemcsés anyagok vizsgalata esetén az alkalmazott mennyiségnek 0,1 ml térfogatinak
kell lennie, illetve tomege nem haladhatja meg a 100 g-ot. A vizsgaland6 anyagot finom porra kell 6rolni és térfogatmé-
rés elott 6vatosan dssze kell tomdriteni, pl. ugy, hogy a méréedényt megkocogtatjak. Amennyiben az elsé megfigyelési
idépontban vagy a kezelés utan 1 o6raval azt tapasztaljak, hogy a szilard vizsgaland6 anyagot a fiziologiai mechanizmu-
sok nem tavolitottak el a kisérleti allat szemébdl, a szemet sdoldattal vagy desztillalt vizzel ki lehet 6blogetni.

1.4.2.3.3. Aeroszolok vizsgalata

Ajéanlatos minden pumpas spray tartalmat és aeroszolt 0sszegytjteni, mieldtt a szembe cseppentenék. Az egyetlen ki-
vételt ez alol a tilnyomasos aeroszolos flakonokban 1év6 anyagok képezik, amelyeket a parolgas miatt nem lehet dssze-
gyljteni. [lyen esetekben az allat szemét nyitva kell tartani, és a vizsgaland6 anyagot ugy kell a szembe juttatni, hogy a
flakont 10 cm tavolsadgban kdzvetleniil a szem el6tt tartva és koriilbeliil egy masodpercig mikddtetve egyszer belefijnak
az allat szemébe. A spray nyomdsatol és tartamatdl fliggden a tavolsag ettdl eltérd is lehet. Vigyazni kell arra, hogy a
spray nyomadsa ne okozzon szemkarosodast. Megfeleld esetekben sziikség lehet arra is, hogy a spray okozta »mechani-
kai« szemkarosodas lehetdségét is vegyek figyelembe.

Az aeroszol dozisat ugy lehet megbecsiilni, hogy a vizsgalatot az alabbiak szerint szimulaljak. Az anyagot mérOpapir-
ra permetezik egy olyan, kozvetleniil a papir elé helyezett nyilason keresztiil, amelynek mérete megegyezik a nyul sze-
mének méretével. A papir tomegének novekedését hasznaljak fel a szembe permetezett mennyiség kozelité becslésére.
[llékony anyagok esetében a dozist igy lehet megbecsiilni, hogy vizsgaland6 anyag eltavolitasa el6tt és utan is megmérik
a befogado edény tomegét.
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1.4.2.4. Kiindulasi vizsgalat (in vivo szemirritacios/szemkorrozids vizsgalat egy allat alkalmazasaval)

Ahogyan az a 1épcsOzetes vizsgalati stratégiaban (1. 1. melléklet) is kifejtésre keriil, nyomatékosan ajanlott, hogy az in
vivo vizsgalatot eldszor egy allaton végezzéEk el, kiillondsen akkor, ha az anyag gyanithatéan korr6zids hatasu.

Ha e vizsgalat eredményei szerint az ismertetett eljaras alkalmazasaval az anyag korr6zios hatasu vagy sulyosan irri-
talja a szemet, nem szabad tovabbi szemirritacids vizsgalatokat végezni.

1.4.2.5. Helyi érzéstelenitészerek

Esetenként helyi érzéstelenitészerek is alkalmazhatok. Ha az adatok bizonyité erejének elemzése szerint az anyag faj-
dalmat okozhat, vagy ha a kiindulasi vizsgalat alapjan fajdalmas reakcié varhato, a vizsgalandé anyag becseppentése
kell megvalasztani, hogy alkalmazdsa miatt nehogy megvaltozzon a vizsgalandé anyag altal kivaltott reakcio.
A kontrollszemet ugyanigy érzésteleniteni kell.

1.4.2.6. Ellendrz0 vizsgalat (in vivo szemirritacios vizsgalat tovabbi allatok alkalmazasaval)

Ha a kiindulasi vizsgélat soran nem figyelheté meg korrdzios hatas, legfeljebb tovabbi két allat alkalmazasaval ellen-
Orizni kell az irritacios vagy negativ valaszreakcidkat. Ha a kiindulasi vizsgalat soran stlyos irritacios valaszt figyeltek
meg, amely valoszintsiti, hogy az ellendrz6 vizsgélatban erételjes (visszafordithatatlan) hatés jelentkezhet, ajanlatos az
ellendrzo6 vizsgalatot Iépcsdzetesen, egyszerre egy allat alkalmazasaval végezni ahelyett, hogy a két tovabbi allatot egy-
szerre kezelnének. Ha a masodik allat korr6zids vagy sulyos, irritald hatasokat jelez, nem szabad folytatni a vizsgalato-
kat. A gyenge vagy kozepes mértéki irritdcio megerdsitéséhez tovabbi allatok vizsgalatara lehet sziikség.

1.4.2.7. Megfigyelési idészak

A megfigyelési id6szak hosszat tigy kell megvalasztani, hogy elegendd legyen a megfigyelt hatasok mértékének és
visszafordithatosaganak teljes kiértékelésére. A vizsgalatot azonban azonnal meg kell szakitani, ha az allat tartésan su-
lyos fajdalom vagy szorongés jeleit mutatja (9). A hatasok visszafordithatosaganak meghatarozasahoz az allatokat alta-
laban a vizsgalando6 anyag alkalmazasa utan 21 napig kell megfigyelni. Ha a visszafordithatsag a 21 napos iddszak vége
elott bebizonyosodik, a kisérletet ekkor be kell fejezni.

1.4.2.7.1. Klinikai megfigyelések és a borreakciok értékelése

A szemeket a vizsgdlandé anyag alkalmazasa utdn 1, 24, 48 és 72 6raval kell megvizsgalni. Ha mar megvan a dontd in-
formécio, az allatokat nem szabad a sziikségesnél hosszabb ideig a kisérletben tartani. A tartdsan sulyos fajdalmat vagy
szorongast mutaté allatokat haladéktalanul és humanus moédon extermindlni kell, és az anyagot ennek megfelelden kell
értékelni. A vizsgalandd anyag becseppentése utan az alabbi szemlézidkat mutatd allatokat humanus modon exterminal-
ni kell: szaruhartya perforalodas vagy jelentds mértékii szaruhartya-fekélyesedés, ezen beliil staphyloma (a szaruhartya
rendellenes kidomborodésa); vér jelenléte a szem eliils6 szemzugaban; 48 6ran at tarté negyedfoku szaruhartya-homaly;
a fényreflex 72 oran at tartd hianya (masodfoku szivarvanyhartya-valaszreakcid); a kotéhartya fekélyesedése; a kotéhar-
tydban vagy a pislogohartyaban jelentkezd szovetelhalas; vagy porkképzodés. Erre azért van sziikség, mert az ilyen
1ézidk altalaban nem visszafordithatok.

A szemlézidkat nem mutat6 allatokat legkordbban a becseppentés utan 3 nappal lehet exterminalni. Az enyhe vagy ko-
zepes lézidkat mutato allatokat legalabb addig megfigyelés alatt kell tartani, amig a [ézidk meg nem sziinnek, vagy leg-
feljebb 21 napig, amikor a vizsgalatot be kell fejezni. A 7., 14. és 21. napon kell megfigyeléseket végezni a 1éziok allapo-
tanak és visszafordithatdsaganak vagy visszafordithatatlansdgdnak meghatarozasara.

Minden egyes vizsgalatkor mindsiteni kell, és fel kell jegyezni a szemreakciokat (kotohartya-, szaruhartya- és szivar-
hatasokat is fel kell jegyezni.

A reakciok vizsgalatat megkonnyitheti egy binokularis kézi nagyitd, egy kézi vonalfénylampa, egy biomikroszkop
vagy barmely mas megfeleld eszkoz alkalmazasa. A 24 ora utan tett megfigyelések rogzitése utan a szemeket fluoresz-
cein segitségével is megvizsgalhatjuk.

A szemreakciok értékelése elkeriilhetetleniil szubjektiv. A szemreakciok értékelésének harmonizaldsa és a vizsgald
laboratériumok, illetve a megfigyelésekben és azok értékelésében részt vevok segitése érdekében a megfigyeléseket
végz0 személyzetet megfelelden ki kell képezni az alkalmazott értékeld rendszer hasznalatéra.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények értékelése

A szemirritacioés pontszamokat a 1ézidk jellegével és sulyossagaval, illetve visszafordithatosagukkal vagy vissza-
fordithatatlansagukkal 6sszefliggésben kell meghatarozni. Az egyes pontszamok nem jelentenek abszolut normat egy
anyag irritacids tulajdonsagai tekintetében, mivel a vizsgaland6 anyag egyéb hatasait is értékelni kell. Az egyes pont-
szamokat ehelyett referenciaértékeknek kell tekinteni, amelyeknek csak akkor van jelentdségiik, ha az 6sszes megfigye-
1és ismertetése €s értékelése alatamasztja ezeket.
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3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek a kdvetkezd informéaciokat kell tartalmaznia:

Az in vivo vizsgalatok indoklésa: a korabban rendelkezésre allo vizsgalati adatok, ezen beliil a Iépcsézetes vizsgalati
stratégia soran nyert adatok bizonyito erejének elemzése:

— a korabbi vizsgalatbol rendelkezésre 4116 vonatkozo6 adatok ismertetése;

— avizsgalati stratégia egyes szakaszaiban nyert adatok;

— azelvégzett in vitro vizsgalatok, ezen beliil az eljarasok, illetve a vizsgaland6 anyaggal és a referenciaanyagokkal a
kapott eredmények részleteinek ismertetése;

— az elvégzett in vivo borirritacids/borkorrdzios vizsgalatok és a kapott eredmények ismertetése;

— az adatok bizonyito erejének elemzése az in vivo vizsgélat elvégzéséhez.

Vizsgaland6 anyag:

— azonosito adatok (pl. CAS-szam, eredet; tisztasag, ismert szennyezok, tételszam);

— fizikai megjelenés és fizikai-kémiai tulajdonsagok (pl. pH, illékonysag, oldhatosag, stabilitas, vizzel valo reakcio-
képesség);

— elegy esetén annak Osszetétele és az egyes komponensek egymashoz viszonyitott aranya;

— helyi érzéstelenitd alkalmazasa esetén a szer neve, tisztasaga, tipusa, dozisa, valamint a vizsgaland6 anyaggal vald
esetleges kolcsonhatasa.

Vivbanyag:

— név, (adott esetben) koncentracio, alkalmazott térfogat;

— avivOanyag megvalasztasanak indoklasa.

Kisérleti allatok:

— az alkalmazott faj/torzs, adott esetben az albind nyultol eltérd faj alkalmazasanak indoklasa;
az egyes allatok ¢életkora a vizsgalat kezdetén;
— az allatok szdma ivaronként a vizsgalati és kontrollcsoportokban (ha sziikséges);
az egyes allatok testtomege a vizsgalat el6tt és utan;

— szarmazas, tartasi koriilmények, takarmany stb.

Eredmények:

— az irritdcid pontozasara az egyes megfigyelési idépontokban alkalmazott modszer (pl. kézi vonalfénylampa, bio-
mikroszkop, fluoreszcein) ismertetése;

— az irritacids/korrdzios valaszreakcio-adatok tablazatos megjelenitése minden allatra vonatkozoan minden meg-
figyelési iddpontban egészen az allatoknak a vizsgalatbol valo kivételéig;

— amegfigyelt irritdcié vagy korrozio jellegének és mértékének leir6 jellegli ismertetése;

— a szemben megfigyelt barmely egyéb 1€zi6 (pl. vaszkularizacid, pannusképz6dés, osszetapadasok, elszinezodés)
ismertetése;

— a szemen kiviil jelentkezd karos lokalis és szisztémas hatasok, illetve adott esetben a korszovettani eredmények
ismertetése.

Az eredmények diszkusszioja.

3.2. Az eredmények értelmezése

A laboratériumi allatokon végzett szemirritacios vizsgalatok eredményeinek emberre extrapolalasa csak korlatozott
érvényességli. Az albino nyul sok esetben érzékenyebb a szemirritalod vagy -korr6zids anyagokra, mint az ember.

Vigyazni kell, hogy az adatok értelmezése soran kizarhatd legyen a masodlagos fertdzés eredményeként jelentkezd
irritacio lehetdsége.
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L tablazat
A szemléziok osztalyozdsa

Szaruhartya

Homalyossag: a homalyossag mértéke (az érték megallapitasahoz a legsliriibb teriiletet kell venni) (*)

Nem észlelhetd fekélyesedes vagy NOMALYOSSAZ ...ccveviieiiiiiiiieiieiieie ettt ettt ettt ettt st e ssaeesaeenseenseennes 0
Szoérvanyos vagy diffiz homalyos teriiletek (a megszokott csillogas enyhe tompuldsan kiviil), a szivarvanyhartya

1ESZIetel tISZEAN TATRATOK ...c..oriiiiiiiiie ettt ettt ettt eb ettt et 1
Konnyen kiveheto attetszo teriilet; a szivarvanyhartya részletei kissé elhomalyosodottak ............ccoccoevveiieciieiiennnne 2
Gyongyhazfényl teriilet; a szivarvanyhartya semmilyen részlete nem lathato; a pupilla mérete alig észlelhetd ........ 3
Nem atlatszé szaruhartya; a szivarvanyhartya egyaltaldn nem lathatd ...........cccoooiiiiiiiiiiiiineeeeee e 4

Lehetséges maximum: 4

(*) A szaruhartya homalyos teriiletének nagysagat kell feljegyezni.

Szivarvanyhdartya

INOTIIIALIS ottt h et b bttt e b e btttk e bt es b st e bt e b e ettt e bt ebt ettt e eb e es b e bt ebeebt et e nbeebeennennens 0

Eszrevehetden mélyebb redok, vérbdség, duzzanat, mérsékelt vérbdség a szaruhartya koriil; vagy beldvelltség; a szi-

varvanyhartya fényre reagal (a 1asstl 1€aKCIO 1S POZILIV) ..eevuiiriiiiiiiiiiii ettt ettt ettt tee e saaeenees 1

Vérzés, nagymérvil roncsolddas, vagy nem reagal @ fENYTe .........coocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 2
Lehetséges maximum: 2

Kotéhartya

Vorosodés (a szemhéjak és a szemgolyd kotohartyajara vonatkozik; kivéve a szaruhartyat és a szivarvanyhartyat)

INOTINIALLS .ottt t e h et e bt e bt e st e e bt eh e em et ekt e s em b et e eb e e st em b et e eb e en b et e bt eh e en b e bt ekt en e et e nbe bt ene et 0

Egyes vérerek VErteltek (DEIOVEIILEK) ....cviiviiiiieiiiiii ettt ettt et et e et eebeenbeesbeenbeenbeenseenseenne 1

Diffuz, biborvoros szin; az egyes vérerek nehezen KivehetOkK ..........cocveviiiiiiiiiiiiiiiieie e 2

DIfTUZ ETOLEIJES VOTOS  ..eeuveentieiietiete ettt ettt ettt ettt et ettt et ettt e bt ea bt eateeateeateenteeateenbeenbeenbeenteenteenteenteenteenteenee 3

Lehetséges maximum: 3
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Kotohartya-vizenyd (chemosis)

Duzzanat (a szemhéjak és/vagy a pislogohartyak esetében)

D251 1 PSSP PSP 0
A normalisnal KiSS€ dUZZAAtabD .......coouiiiiiiiii ettt ettt ettt et et eteen 1
Nyilvanvalo duzzanat, a szemhéjak részleges Kifordulasaval ...........cccoocoviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 2
Duzzanat, nagyjabol félig zart szemh&jakkal ...........cccoooiiiiiiiii e 3
Duzzanat, és a szemhéjak tobb mint felig Zarva vannak ............cccoooiiiiiiiniiirieeeee e 4

Lehetséges maximum: 4

Melléklet
Lépcsdzetes vizsgalati stratégia szemirritacio és szemkorrézios hatas vizsgalatiahoz

ALTALANOS MEGFONTOLASOK

A tudomanyos ésszerliség és az allatok kimélete érdekében fontos, hogy elkeriilhetd legyen az allatokkal valo sziik-
ségtelen kisérletezés, illetve minimalisra Iehessen csokkenteni azoknak a vizsgalatoknak a szamat, amelyek valoszinii-
leg sulyos valaszreakcidkat valtanak ki a kisérleti allatokban. Az in vivo vizsgalatok fontolora vétele eldtt minden, az
anyag potencialis szemirritalo/-korrdzios hatasaval 6sszefiiggd informaciot ki kell értékelni. Lehet, hogy elegendé bizo-
nyiték van a vizsgaland6 anyag szemirritacios vagy -korr6zios potencial szempontjabol torténd besorolasara anélkiil,
hogy laboratoriumi allatokon kisérleteket kellene végezni. Az adatok bizonyitd erejének elemzésével €s a [épcsdzetes
vizsgalati stratégia alkalmazasaval tehat minimalisra csokkenthetd az in vivo vizsgélatok sziikségszerlisége, kiilonosen,
ha az anyag valosziniileg stilyos reakcidkat okoz.

Az anyagok szemirrital6 és -korrdzids hatasaval kapcsolatban rendelkezésre allé informéciok értékelésre javasolt el-
végezni az adatok bizonyitd erejének elemzését annak érdekében, hogy meg lehessen hatdrozni, hogy az in vivo szem-
vizsgalatokon kiviil sziikség van-e egyéb vizsgélatokra az irritdlo/korr6zids potencial jellemzéséhez. Ha tovabbi vizsga-
latokra van sziikség, a vonatkozo kisérleti adatok dsszegylijtéséhez a 1épcsdzetes vizsgalati stratégiat javasolt alkalmaz-
ni. Az olyan anyagok esetében, amelyeket korabban nem vizsgaltak, az anyag szemkorrdzids/szemirritacios potencialja-
nak értékeléséhez sziikséges adatsor eldallitasahoz a 1épcsdzetes vizsgalati stratégiat kell alkalmazni. Az ebben a mel-
I1ékletben ismertetett vizsgalati stratégiat egy OECD-munkaértekezleten (1) dolgoztak ki, majd késobb jovahagytak, és a
Harmonizalt integralt veszélyosztalyozasi rendszer a vegyi anyagok human egészségiigyi és kornyezeti hatasainak osz-
talyozasara keretében kibdvitették és 1998 novemberében a Vegyi Anyag Bizottsag és a Vegyi Anyag Munkacsoport
28. egyiittes lilésén jovahagytak (2).

Bar ez a vizsgalati stratégia nem képezi szerves részét a B.5. vizsgalati modszernek, kifejezésre juttatja a szemirrita-
cios/szemkorrdzios sajatossagok meghatarozasara ajanlott megkdzelitést. Ez a megkozelités testesiti meg a legjobb gya-
korlatot, és etikai szempontbo6l is irdnyadé az in vivo szemirritacids/szemkorr6zios vizsgalatokhoz. A vizsgéalati modszer
utmutatast ad az in vivo vizsgélatok elvégzéséhez és dsszefoglalja azokat a tényezdket, amelyeket az ilyen vizsgalatok
megkezdése eldtt fontolora kell venni. A 1€épcsdzetes vizsgalati stratégia az adatok bizonyitd erején alapuld megkozeli-
tést tesz lehetdvé az anyagok szemirritacios/szemkorrdzios tulajdonsdgaival kapcsolatos meglévd adatok értékeléséhez,
és lépcsdzetes megkozelitést azon anyagok vonatkozé adatainak dsszegyiijtéséhez, amelyekhez tovabbi vizsgalatokra
van sziikség, vagy amelyeket korabban egyaltalan nem vizsgaltak. A stratégia magaban foglalja tovabba, hogy eldszor
validalt és elfogadott in vitro vagy ex vivo vizsgalatokat kell végezni, majd meghatarozott koriilmények esetén a
B.4. bérirritacios/borkorrdzios vizsgalati modszerrel tovabbi vizsgalatokat (3) (4) kell lefolytatni.

A LEPESENKENTI VIZSGALATI STRATEGIA ISMERTETESE

A vizsgalatoknak a 1épcsdzetes vizsgalati stratégia (dbra) keretében torténd elvégzése eldtt minden rendelkezésre allo
informacidt ki kell értékelni annak meghatarozédsa érdekében, hogy sziikség van-e in vivo szemvizsgalatokra. Bar
egy-egy paraméter (pl. szélsoséges pH-értek) vizsgalatabol is jelentdés mennyiségl informacio nyerheto ki, az 0sszes ren-
delkezésre allo informaciot figyelembe kell venni. A kérdéses anyag vagy szerkezeti analogjai hatasaival kapcsolatos
Osszes vonatkoz6 adatot értékelni kell az adatok bizonyitd erejérdl valdo dontés meghozatalakor, és meg is kell indokolni
ezt a dontést. Els6dleges hangsulyt kell fektetni az anyaggal kapcsolatban rendelkezésre all6 human és allatkisérletes
adatokra, ezt kdvetden az in vitro vagy ex vivo vizsgalatok eredményére. Lehet6ség szerint keriilni kell korrdzids hatasu
anyagok in vivo vizsgalatat. A vizsgalati stratégia soran figyelembe veendd tényezok a kdvetkezok:
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A rendelkezésre allo human és dllatkisérletes adatok értékelése (1. lépés). Els6 1épésben a rendelkezésre 4116 human
adatokat, pl. klinikai vagy munkaegészségiigyi vizsgalatokat, valamint esettanulmanyokat és/vagy allatokban végzett
szemvizsgalatok adatait kell kiértékelni, mivel ezek a szemre gyakorolt hatasokkal kdzvetleniil 6sszefliggd informacio-
kat szolgaltatnak. Ezt kovetoen a rendelkezésre allo borkorrdzios/borirritaciés human vizsgalatok és/vagy allatkisérletek
adatait kell kiértékelni. Az ismerten szemkorr6zids hatasi vagy stilyosan szemirritaloé anyagokat nem szabad allatok sze-
mébe cseppenteni, ahogyan a bérre korr6zids hatasu vagy irritalo anyagokat sem; az ilyen anyagokat ugy kell tekinteni,
hogy a szemre is korr6zids hatasuak és/vagy irritdlok. Nem szabad in vivo szemvizsgalatokat végezni olyan anyagokkal
sem, amelyek esetében korabbi szemvizsgalatok alapjan elegendd bizonyiték van az ilyen hatdsok hianyéra.

A szerkezet-aktivitasi osszefiiggések (SAR) elemzése (2. lépés). Ha vannak, fontolora kell venni szerkezetileg rokon
anyagok vizsgalatat. Ha a szerkezetileg rokon anyagokkal vagy elegyeikkel kapcsolatban elegendd olyan human
és/vagy allatkisérletes adat all rendelkezésre, amely valdszinisiti a szemkorrdzios/szemirritacids potencialt, feltételez-
het6, hogy a vizsgdlando6 anyag ugyanilyen valaszreakcidkat valt ki. Ilyen esetekben a vizsgalandd anyagot esetleg nem
kell megvizsgalni. A 1épcsdzetes vizsgalati stratégia értelmében a szerkezetileg rokon anyagok vagy elegyeik vizsgalata-
bol szarmazé negativ adatok nem jelentenek elegendd bizonyitékot arra, hogy az anyag nem korr6zios hatast vagy nem
irritalo. A bérre és a szemre gyakorolt hatasok vonatkozasaban is validalt és elfogadott SAR-megkozelitéseket kell al-
kalmazni a korrdzids és irritald potenciadl meghatarozasara.

Fizikai-kémiai tulajdonsagok és kémiai reaktivitas (3. lépés). A széls6séges, példaul a pH < 2,0 és > 11,5 kémhatast
anyagok erdteljes lokalis hatast gyakorolhatnak. Ha a sz¢éls6séges pH-érték az alapja annak, hogy egy anyagot korr6zios
hatastinak mindsitsenek, akkor figyelembe lehet venni az anyag sav/alkali tartalékat (vagy pufferkapacitasat) is (5) (6).
Ha a pufferkapacitas alapjan valdszintsithetd, hogy az anyag nem szemkorr6zios hatasu, akkor ennek megerdsitésére to-
vabbi vizsgalatokat kell végezni, lehetdleg validalt és elfogadott in vitro vagy ex vivo modszerek alkalmazasaval (lasd az
5. €s 6. 1épést).

Mas meglévo informdciok fontolora vétele (4. lépés). Ebben a fazisban a dermalis alkalmazas esetén jelentkezd szisz-
témas toxicitassal kapcsolatban rendelkezésre allo 6sszes informaciot ki kell értékelni. A vizsgalandd anyag akut derma-
lis toxicitasat is fontolora kell venni. Eléfordulhat, hogy nem kell a szemben megvizsgalni egy anyagot, ha igazoltdk,
hogy dermalis alkalmazas esetén erésen mérgezd. Bar nem feltétleniil van Osszefiiggés az akut dermalis toxicitas és a
szemirritacid/szemkorrdzid kozott, fel kell tételezni, hogy ha egy szer dermalisan alkalmazva erésen mérgezd, a szembe
cseppentve is nagyon mérgez0 lesz. Az ilyen adatokat a 2. és a 3. 1épés kozott is figyelembe lehet venni.

In vitro vagy ex vivo vizsgalatok eredményei (5. és 6. lépés). Nem kell allatokon kisérletezni olyan anyagokkal, ame-
zett in vitro vagy ex vivo vizsgalatokban (7) (8) korrdzios vagy sulyos irritald hatast mutattak. Ilyen esetben fel lehet téte-
lezni, hogy az anyag in vivo is hasonldan sulyos hatasokat valt ki. Ha nem allnak rendelkezésre validalt és elfogadott in
vitro ex vivo vizsgalatok, at lehet ugorni az 5. és a 6. 1épést és kozvetleniil a 7. 1épéshez 1épni.

Az anyag in vivo borirrital6 vagy borkorr6zios hatasanak vizsgélata (7. 1épés). Ha a fent felsorolt vizsgélatok adatai
alapjan nincs elegendd bizonyiték, amellyel meggy6z6 mddon el lehetne végezni az anyag szemirritacios/szemkorrdzios
potencialjanak az adatok bizonyit6 erején alapuld elemzését, el6szor az in vivo borirritacios/borkorrdzios potencialt kell
a B4. vizsgalati modszer (4) és az ahhoz csatolt melléklet (9) segitségével kiértékelni. Ha kimutathat6, hogy az anyag
bérkorrozidt vagy stlyos bdrirritaciot okoz, mas kdvetkeztetést alatdmasztd informaciok hidnyaban az anyagot korro-
zi0s hatast szemirritald anyagnak kell tekinteni. Ilyen mdédon tehat nem kell in vivo szemvizsgalatot végezni. Ha az
anyag nem borkorrdzids vagy stlyosan bdrirritald hatasu, in vivo szemvizsgalatot kell végezni.

Invivo vizsgalat nyulakban (8. és 9. lépés). Az in vivo szemvizsgalatokat egyetlen allatot alkalmaz6 kiindulasi vizsga-
lattal kell kezdeni. Ha ennek eredményei szerint az anyag sulyosan szemirritalo vagy szemkorrozids hatasu, nem szabad
tovabbi vizsgalatokat végezni. Ha a kiindulasi vizsgalat nem mutat ki semmilyen korrdzids vagy sulyosan irritalo hatast,
két tovabbi allat alkalmazasaval ellendrzo vizsgalatot kell végezni.
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Abra

Vonatkozo vizsgalati és kiértékelési stratégia szemirritdcid, illetve szemkorrdzios hatds vizsgalatihoz

Tevékenység

. | A meglévé human és/vagy allatkisérle-
tes adatok szerint hatdssal van a
szemre

A meglévo human és/vagy allatkisérle-
tes adatok szerint bérkorrézios hatasu

A meglévl human és/vagy allatkisérle-
tes adatok szerint silyosan borirritald

0

Nincs informacio, vagy van, de nem
meggyozo

¢

. |SAR-értékelést kell végezni a szem-
korroziora/szemirritaciora vonatko-
zban

SAR-értékelést kell végezni a bérkor-
roziora vonatkozoan

0

Nem lehet elorejelzést tenni, vagy az
elorejelzések nem meggyozok vagy
negativak

¢

. |[Meg kell mérni a pH-t (adott esetben
figyelembe kell venni a pufferkapaci-

tast is)
\!

2<pH<11,5, vagy pH <2 vagy pH >
11,5 alacsony vagy nulla pufferkapaci-
tassal, amennyiben lényeges

Eredmény
Stlyos szemkarosodas

Szemirritalo hatasu

Nem korr6zios hatasu vagy irritald
a szemre

Borkorrozids hatasu

Sulyosan borirritald

Stlyos szemkarosodast jelez elére

Szemirritaciot jelez eldre

Boérkorroziot jelez eldre

pH <2 vagy > 11,5 (nagy pufferka-
pacitassal, amennyiben lényeges)

Kovetkezetés
Csucs végpont; szemkorr6zios ha-
tasunak kell tekinteni. Nincs sziik-
ség vizsgalatokra.
Csucs végpont; szemirritalo hatasi-
nak kell tekinteni. Nincs sziikség
vizsgalatokra.
Csucs végpont; nem szemkorrozids
és nem szemirritalo hatastinak kell
tekinteni. Nincs sziikség vizsgéla-
tokra.
Fel kell tételezni, hogy szemkorro-
zi0s hatasu. Nincs sziikség vizsga-
latokra.
Fel kell tételezni, hogy szemirritald
hatast. Nincs sziikség vizsgala-
tokra.

Fel kell tételezni, hogy szemkorro-
zi0s hatasu. Nincs sziikség vizsga-
latokra.

Fel kell tételezni, hogy szemirritald
hatast. Nincs sziikség vizsgalatokra.
Fel kell tételezni, hogy szemkorro-
zi0s hatdsu. Nincs sziikség vizsgé-
latokra.

Fel kell téltelezni, hogy szemkorro-
zi0s hatasu. Nincs sziikség vizsga-
latokra.
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Tevékenység

Ki kell értékelni a dermalis alkalmazas
esetén mérhetd szisztémas toxicitast

0

Nincs ilyen informdcio, vagy az anyag
nem nagyon mergezo

¢

El kell végezni egy validalt in vitro
vagy ex vivo szemkorrdzios vizsgalatot

0

Az anyag nem korrozios hatasu, vagy a
szemkorrozios vizsgadlatara még nin-
csenek validalt in vitro vagy ex vivo

vizsgalati modszerek

2

El kell végezni egy validalt és elfoga-
dott in vitro vagy ex vivo szemirrita-

cios vizsgalatot
1

Az anyag nem irritalo, vagy a szemirri-
tacio vizsgalatara vonatkozoan még
nincsenek validalt in vitro vagy ex vivo
vizsgalati modszerek

.

Kisérleti uton meg kell hatdrozni az in
vivo szemirritdcids/szemmarasi poten-
cidlt (1. a 4B. vizsgalati modszert és

annak mellékletét
J

Az anyag nem korrozios hatasu vagy
nem sulyosan szemirritdlo

¢

Egyetlen nytlon el kell végezni az eld-
zetes in vivo szemvizsgalatot

0

Nincs sulyos karosodas, vagy nincs
valasz

2

Egy vagy két tovabbi allaton el kell vé-
gezni az ellenérzé vizsgalatot

Eredmeény
Nagyon mérgezd olyan koncentra-
cidknal, ahol a szemvizsgéalatokat
végeznék.

Korrdzids hatasra utalo valasz

Irritald valasz

Korr6zids hatas vagy sulyos irrita-
cios valasz

Stlyos szemkarosodas

Korrézios vagy irritalo hatast

Nem korrézios vagy irritalo hatast

Kovetkezetés
Az anyag tilzottan mérgez6 ahhoz,
hogy vizsgalni lehessen. Nincs
sziikség vizsgalatokra.

In vivo korr6zids hatast kell feltéte-
lezni. Nincs sziikség tovabbi vizs-
galatokra.

Fel kell feltételezni, hogy szemirri-
talo hatasu. Nincs sziikség tovabbi
vizsgalatokra.

Fel kell tételezni, hogy szemkorro-
zi0s hatasu. Nincs sziikség tovabbi
vizsgalatokra.

Szemkorr6zids hatasunak kell te-
kinteni. Nincs szilikség tovabbi
vizsgalatokra.

Szemkorr6zids vagy szemirritald
hatastinak kell tekinteni. Nincs
sziikség tovabbi vizsgalatokra.
Nem szemkorr6zids €s nem szem-
irritalo hatasu. Nincs szilikség to-
vabbi vizsgalatokra.
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6. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EtiM—KvVM-BM egviittes rendelethez

B.31. PRENATALIS FEJLODESI TOXICITAS VIZSGALAT

1. MODSZER
Ez a mddszer az OECD TG 414 (2001) médszer megfeleldje.

1.1. Bevezetés

E fejlédési toxicitasi vizsgalati modszer segitségével altalanos informacidk nyerhetdk a vemhes kisérleti allatot és a
méhben fejlédo €16 szervezetet érd prenatalis expozicio hatasaival kapcsolatosan, és magéaban foglalhatja az anyai hata-
sok, tovabba a magzatelhalas, a magzatban fellép6 strukturalis rendellenességek vagy rendellenes novekedés vizsgala-
tat. A funkcionalis defektusok, bar a fejlodés szempontjabdl igen fontosak, nem képezik szerves részét ennek a modszer-
nek. Az ilyen hatasok kiilon vizsgalat vagy e modszerhez kapcsolodoan kiegészitd vizsgalat keretében tanulmanyozha-
tok a fejlodési neurotoxicitasi vizsgalati modszer alkalmazasaval. A funkcionalis defektusok és mas posztnatalis hatasok
vizsgalatara vonatkozd informaciokkal kapcsolatban a kétgeneracids reprodukcios toxicitasi vizsgalati modszert,
valamint a fejlédési neurotoxicitasi vizsgalati modszert kell segitségiil hivni adott esetben.

E vizsgalati modszert esetenként a vizsgalando anyaggal, igy példaul annak fizikai-kémiai vagy toxikologiai tulajdon-
sdgaival kapcsolatos konkrét ismeretek alapjan egyedi esetekhez kell adaptalni. Az ilyen adaptacio akkor elfogadhatd,
ha meggy6z6 tudomanyos bizonyitékok szerint informativabb vizsgalatot eredményez. Ilyen esetben a tudomanyos bi-
zonyitékokat részletesen ismertetni kell a vizsgalati jelentésben.

1.2. Fogalommeghatdarozasok

»Fejlodeési toxikologia«: a fogantatas eldtt vagy a prenatalis fejlodés sordn, vagy a sziiletés és szexualis érés kozotti
idészakban (posztnatalisan) torténd expozicidbol szarmazo, a fejlodo €16 szervezetet érd karos hatasok vizsgalata. A fej-
16dési toxicitas f6 megnyilvanuldsai: 1. az €16 szervezet elhalasa/elhullasa, 2. strukturalis rendellenesség, 3. rendellenes
novekedés és 4. funkcionalis defektus. A fejlodési toxikologia korabban teratoldgia néven volt ismert.

»Kdaros hatdas«: a normalhoz képest barmilyen, a kezeléssel 0sszefliggd elvaltozas, amely csokkenti az é16 szervezet
tulélésre, szaporodasra vagy kornyezethez vald alkalmazkodasra valo képességét. A fejlédési toxikoldgia teriiletén a
legszélesebb értelemben véve ide tartozik barmely olyan hatas, amely megzavarja a konceptus normalis fejlodését a szii-
letés el6tt és utan.

»Rendellenes novekedés«: az utdd szerveinek vagy testének tomegében vagy méretében bekdvetkezo elvaltozas.

wEIvaltozasok (rendellenességek)«: strukturalis elvaltozasok a fejlddés soran, amelyek magukban foglaljak mind a
deformitasokat, mind az eltéréseket (28).

»Deformitas/sulyos fejlodési rendellenesség«: az allatra artalmasnak (vagy akar letalisnak) tartott strukturalis valto-
zas, amely altalaban ritka.

»Eltérés/kisebb fejlodési rendellenesség«: az allatra kisfokban artalmasnak vagy artalmatlannak tartott strukturalis
valtozas; lehet atmeneti jellegii, és viszonylag gyakran el6fordulhat a kontrollpopulacioban.

»Konceptus«: a megtermékenyitett petesejt szarmazékainak 9sszessége a fejlodés barmely szakaszaban a megtermé-
kenyitéstol a sziiletésig, amely magaban foglalja az extraembrionalis burkokat és az embriot vagy magzatot is.

»Bedgyazodas«: a blasztocisztanak a méh hamrétegéhez valo kapcsolddasa, amely magaban foglalja a méh hamszo-
vetén torténd athatolast és méhnyalkahartyaba torténd beagyazodasat.

»Embrio«: az é16 szervezet korai vagy fejlédo stadiuma, mégpedig a megtermékenyitett petesejtbol kialakuld fejlodé-
si produktum a hosszanti tengely megjelenése utan, és amig és az 6sszes fobb struktira ki nem alakul.

»Embriotoxicitis«: artalmas hatas az embrid normal struktirajara, fejlodésére, novekedésére és/vagy életképessé-
gére.

»Magzat«: a posztembrionalis szakaszban 1év0, meg nem sziiletett utod.

»Magzati toxicitas«.: artalmas hatas a magzat normal struktirajara, fejlodésére, novekedésére és/vagy életképessé-
gére.

»Abortusz«: a fogantatas produktumanak, azaz az embridnak vagy egy életképtelen magzatnak a méhbdl torténd id6
elotti kilokodése/eltavolitasa.

»Felszivodas«: a méhbe beagyazodott, majd elhalt konceptus felszivodik vagy felszivodott.

»Korai felszivodas«: a beagyazddas nyoma felismerheté embrié/magzat nélkiil.

»Késoi felszivodas«: elhalt embrio vagy magzat kiilsé degenerativ valtozasokkal.
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»NOAEL«: a nem észlelhetd karos hatds szintjének (no-observed-adverse-effect-level) roviditése, amely azt a leg-
magasabb ddzisszintet vagy expozicids szintet jeloli, amelynél nem figyelhet6k meg a kezeléssel Osszefiiggd karos
hatésok.

1.3. Referenciaanyag
Nincs.

1.4. A vizsgalati modszer elve

A vizsgalandd anyagot altalaban vemhes allatoknak adagoljak legalabb a bedgyazodastol az extermindlas tervezett
idépontjat megel6z6 napig, amelynek a lehetd legkozelebb kell esnie az ellés normal napjahoz anélkiil, hogy az id6 elotti
ellés miatt felmeriilne az adatok elvesztésének kockazata. A vizsgalati modszerrel nemcsak az organogenezis idoszakat
(pl. ragesalokban az 5. és 15. nap kozotti idészak, nyulban pedig a 6. és 18. nap kozotti idoszak) lehet vizsgalni, hanem
mar a bedgyazddas el6tti idoszaktol kezdve adott esetben az egész vemhességen at a csaszarmetszés eldtti napig jelentke-
70 hatasokat is. Roviddel a csaszarmetszés el6tt a ndstényeket exterminalni kell, és meg kell vizsgalni a méhtartalmat, a
magzatok esetében pedig meg kell vizsgalni a kiils6leg lathato rendellenességeket, valamint a lagyszovetben és vazrend-
szerben észlelhetd elvaltozasokat.

1.5. A vizsgalati modszer ismertetése

1.5.1. Az allatfaj kivalasztasa

Ajanlatos a vizsgalatot az erre legalkalmasabb fajban végezni, és olyan laboratoriumi fajt és torzset alkalmazni, ame-
lyet széles korben hasznalnak prenatalis fejlédési toxicitasi vizsgalatokhoz. A preferalt ragesalofaj a patkany, a preferalt
nem ragcsalofaj pedig a nyul. Az ettdl eltérd fajok alkalmazasat megfeleléen indokolni kell.

1.5.2. Az éllatok tartdsanak és etetésének kortilményei

Ragcsalok esetében a kisérleti helyiség hémérsékletének 22 °C (£ 3 °C)-nak, nyulak esetében pedig 18 °C
(=3 °C)-nak kell lennie. Bar a helyiség relativ paratartalmanak legalabb 30%-nak kell lennie, illetve a takaritas idétarta-
matol eltekintve lehetdleg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek 50 és 60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mes-
terséges; 12 oras vilagos és 12 oras sotét periddusok valtsak egymast. Az etetéshez standard laboratoriumi takarmany
alkalmazhato, korlatlan mennyiségii ivoviz biztositasa mellett.

A paroztatasokat erre a célra alkalmas ketrecekben kell végezni. Bar elonyodsebb a paroztatott allatokat egyedileg tar-
tani, kis szdmban csoportos tartas is elfogadhato.

1.5.3. Az allatok eldkészitése

Legalabb 5 napon at a laboratérium koriilményeihez szoktatott, egészséges allatokat kell alkalmazni, amelyek korab-
ban nem voltak mas kisérlet alanyai. A kisérleti allatok jellemzésekor meg kell adni az allat fajat, torzsét, szarmazasat,
ivarat, testtomegét és/vagy életkorat. Amennyire csak megoldhato, az allatok az 0sszes vizsgalati csoportban legyenek
azonos testtomegilieck és kortiak. Minden dozishoz még egyszer sem ellett, fiatal felnétt néstényeket kell hasznalni.
A néstényeket azonos faju és azonos torzsbol szarmazo himekkel kell paroztatni, és keriilni kell a testvérek paroztatasat.
Ragcsalok esetében a vemhesség 0. napja az, amikor hiivelydugo és/vagy sperma észlelhetd; nyulak esetében a 0. nap al-
talaban a parzas vagy a mesterséges megtermékenyités napja, ha ezt a technikat alkalmazzak. A paroztatott néstényeket
torzitatlan médon kell a kontroll- €s a kezelési csoportokba beosztani. A ketreceket tigy kell elrendezni, hogy minimalis-
ra lehessen csokkenteni a ketrec elhelyezése jelentette Iehetséges hatdsokat. Minden allatot egyedi azonositoszammal
kell ellatni. A paroztatott ndstényeket torzitatlan modon kell beosztani a kontroll- és a kezelési csoportokba, és ha a nds-
tényeket csoportosan paroztatjak, az egyes paroztatasi csoportokbol szarmazo allatokat egyenletesen kell elosztani a ke-
zelési és kontrollcsoportokban. Az azonos himmel paroztatott ndstényeket is egyenletesen kell szétosztani a kiillonb6zo
csoportokba.

1.6. Eljaras

1.6.1. Az allatok szdma és ivara

Minden vizsgalati és kontrollcsoportba elegendé szamu néstényt kell beosztani ahhoz, hogy legalabb koriilbeliil
20 olyan néstény alljon rendelkezésre, amelyekben a boncolaskor beagyazdodasi helyek talalhatok. A 16-nal kevesebb
nostényt — amelyekben beagyazodasi helyek talalhatok — tartalmazo csoportok esetleg nem megfeleldek a vizsgalatra.
Az anyaallatok elhulldsa nem feltétleniil teszi érvénytelenné a vizsgélatot, feltéve, hogy arany nem haladja meg a koriil-
beliil 10%-ot.

1.6.2. A dézisok eldkészitése

Ha a beadéas megkonnyitése érdekében vivéanyagot vagy mas adalékot alkalmaznak, a kdvetkezo jellemzoket kell
figyelembe venni: a vizsgalandé anyag felszivodasara, eloszlasara, metabolizmusara és visszatartasara vagy kitiriilésére
gyakorolt hatasok; a vizsgalandé anyag kémiai tulajdonsagaira gyakorolt hatasok, amelyek megvaltoztathatjak annak
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toxikus jellemzdit; valamint az allatok taplalék- és vizfogyasztasara vagy taplaltsagi allapotara gyakorolt hatasok. A vi-
véanyag nem lehet fejlddésre toxikus €s nem lehet hatdssal a szaporodasra sem.

1.6.3. Adagolas

A vizsgaland6 anyagot dltalaban naponta kell beadni, a bedgyazddastol (pl. a paroztatds utani 5. naptol) a csdszarmet-
szés tervezett id6pontja eldtti napig. Ha az esetlegesen végzett eldzetes vizsgalatok szerint nincs nagy valdszinlisége a
beagyazddas el6tti veszteségnek, a kezelést az egész vemhességi id6szakra ki lehet terjeszteni, azaz a paroztatastol egé-
szen az exterminalas tervezett idopontja el6tti napig. Jol ismert, hogy a vemhesség soran a nem megfeleld banasmod
vagy stressz prenatalis veszteséghez vezethet. A kezeléssel nem 6sszefiiggd tényezok miatti prenatalis veszteség kivédé-
se érdekében keriilni kell a vemhes allatok sziikségtelen kezelését, valamint a kiils6 tényezok, igy példaul zaj miatti
stresszt.

Legaldbb harom dozisszintet és ezzel parhuzamos kontrollt kell alkalmazni. A kezelési és kontrollcsoportokba egész-
séges allatokat kell torzitatlan moédon beosztani. A ddzisszinteket gy kell megvalasztani, hogy biztositsak a kivaltott
toxikus hatasok fokozatossagat. Hacsak a vizsgaland6 anyag fizikai/kémiai jellege vagy biologiai tulajdonsagai nem
szabnak ennek hatart, a legmagasabb dozist ugy kell megvalasztani, hogy valamilyen mértékii fejlodési és/vagy anyai
toxicitast (klinikai tlinetek vagy testtdmeg-csokkenés) idézzen eld, de ne okozzon elhullast vagy sulyos szenvedést. A
legalabb egy koztes dozist ugy kell megvalasztani, hogy minimalis mértékii észlelhetd toxikus hatast valtson ki. Végiil a
legalacsonyabb dozist gy kell megvalasztani, hogy semmilyen anyai vagy fejlédési toxicitasra utalo tiinetet ne okoz-
zon. A dozisok csokkend sorrendjét ugy kell megvalasztani, hogy demonstralhassak az esetleges dozisfiiggd valaszokat
¢és a nem észlelhetd karos hatas szintjét (NOAEL). A csokkend dozisszintek meghatarozasahoz gyakran optimalis a
2—4-szeres intervallumok alkalmazéasa és nagyon nagy intervallumok (pl. 10-nél magasabb szorzofaktor) alkalmazasa
esetén gyakran elényds a dozisok kozé egy negyedik vizsgalati csoportot is beiktatni. Bar a cél az anyai NOAEL megha-
tarozésa, olyan vizsgalatok is elfogadhatok, amelyben nem hatarozzak meg ezt (1).

A dozisszintek megvalasztasakor figyelembe kell venni mind az esetleg rendelkezésre allo toxicitasi adatokat, mind a
vizsgalando anyag vagy rokon anyagok metabolizmusaval vagy toxikokinetikajaval kapcsolatos tovabbi informaciokat.
Ezek az informaciok segitik majd az adagolasi rend megfeleld voltanak igazolasat is.

Sziikség van egy parhuzamos kontrollcsoportra is. Ez a csoport egy placeboval kezelt kontrollcsoport, vagy ha a vizs-
galandd anyag beadédsahoz vivéanyagot hasznalnak, akkor egy vivoanyaggal kezelt kontrollcsoport. Minden csoportban
ugyanolyan térfogati vizsgalandd anyagot vagy vivéanyagot kell beadni. A kontrollcsoport(ok)ba tartozé allatokat
ugyanolyan mdodon kell kezelni, mint a vizsgalati csoportokban l1évdket. A vivoanyaggal kezelt kontrollcsoportokban a
legnagyobb alkalmazott mennyiségben kell beadni a vivéanyagot (ahogyan a legalacsonyabb dézisu kezelési
csoportban).

1.6.4. Hatarérték-vizsgalat

Ha egy egyetlen, legalabb 1000 mg/testtomeg-kg/nap oralis dozist alkalmazasaval torténd és az itt ismertetett eljara-
sok szerint elvégzett vizsgalat sem a vemhes allatokban, sem utddaikban nem idéz el6 észlelhetd toxicitast, és ha egy ha-
tas a rendelkezésre allo adatok (pl. szerkezetileg és/vagy metabolizmus szempontjabol rokon vegyiiletekkel kapcsolatos
adatok) alapjan nem varhatd, a harom dozisszint alkalmazasaval torténd teljes vizsgalatot esetenként sziikségtelen elvé-
gezni. A varhatd human expozicié magasabb oralis dozis alkalmazasat teszi esetleg sziikségessé a hatarérték-vizsgalat
soran. Mas tipust beaddsi modok, igy példaul inhalalas vagy dermalis alkalmazds esetén a vizsgdland6 anyag fizikai-ké-
miai tulajdonsagai gyakran eldre jelezhetik, illetve behatarolhatjék a lehetséges expozicids szint maximumat (példaul a
dermalis alkalmazas nem okozhat sulyos lokalis toxicitast).

1.6.5. A dézisok beadasa

A vizsgaland6 anyagot vagy vivoanyagot altaldban oralisan, intubalassal adagoljak. Ha mas beadasi modot alkalmaz-
nak, a vizsgalatot végzonek ezt részletesen indokolnia kell, és sziikség lehet ennek megfeleld modositasokra is (2) (3)
(4). A vizsgaland6 anyagot mindennap koriilbeliil ugyanabban az idépontban kell beadni.

Az egyes allatoknak beadandd dozist altalaban a legutobbi testtomeg-mérés eredménye alapjan kell meghatarozni.
A vemhesség utolso trimeszterében azonban Ovatosan kell eljarni a dozis beallitdsakor. A tilzott anyai toxicitds megel6-
zése érdekében a dozisok megvalasztasdhoz fel kell hasznélni a meglévd adatokat. Ha azonban tllzott toxicitast észlel-
nek a kezelt anyadllatokban, humanus mdédon extermindlni kell 6ket. Ha tobb vemhes éllatban is a tilzott toxicitas jelei
észlelhetdk, meg kell fontolni az adott déziscsoport kezelésének leallitdsat. Ha az anyagot mesterséges taplalassal ada-
goljuk, a dozist lehetdleg egyszerre kell egy gyomorszondan vagy megfeleld intubacids kaniilon at beadni az allatnak.
Az, hogy egyszerre maximalisan mekkora térfogatt folyadékot lehet beadni, az allat méretétdl fiigg. A térfogat nem ha-
ladhatja meg az 1 ml/100 g testtomeg-aranyt, kivéve vizes oldatok esetében, amikor 2 ml/100 g testtomeg-arany is alkal-
mazhatd. Ha vivéanyagként kukoricacsira-olajat alkalmaznak, az egyszerre beadott térfogat nem lehet tobb mint
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0,4 ml/100 g testtomeg. A koncentraciok megfeleld beallitdsdval minimalizalni kell a beadott térfogat variabilitdsat, és
igy kell biztositani, hogy minden do6zisszintnél azonos legyen a térfogat.

1.6.6. Az anyaallatok megfigyelése

Legalabb naponta egyszer el kell végezni, és le kell jegyezni a klinikai megfigyeléseket, mégpedig lehetdleg mindig
ugyanabban az idopontban vagy iddpontokban, amihez figyelembe kell venni azt is, hogy a beadas utan vart hatasok mi-
kor érik el a maximumukat. R6gziteni kell az allatok allapotat, ezen beliil elhullasat, elhullas kozelében 1év6 allapotat, 1é-
nyeges viselkedésbeli valtozasait, illetve a szemmel lathato toxicitds minden jelét.

1.6.7. Testtomeg és taplalékfogyasztas

A vemhesség 0. napjan, vagy ha kiils6 forrasbol beszerzett, adott iddben paroztatott allatokat alkalmaznak, akkor leg-
késObb a vemhesség 3. napjan, majd a kezelés elsd napjan és azt kovetden a kezelési iddszakban legalabb 3 naponta,
tovabba az exterminalés tervezett napjan meg kell mérni az allatok testtomegét.

A taplalékfogyasztast haromnaponta kell feljegyezni, ezen beliil is ugyanazon a napon, amikor a testtémeg-méréseket
végzik.
1.6.8. Post mortem vizsgalat

A néstényeket az ellés varhatd idopontjat megeldzd napon kell exterminalni. Az exterminalas tervezett iddpontja eldtt
abortusz vagy koraellés jeleit mutat6 néstényeket extermindlni kell, majd a tetemeket alapos makroszkopos vizsgalatnak
kell alavetni.

A vizsgalat befejezésekor vagy a vizsgalat soran bekdvetkezd elhullas soran makroszkdposan meg kell vizsgalni az
anyaallatban az esetleges strukturalis rendellenességeket vagy patologias elvaltozasokat. A torzitdsok minimalizalasa
érdekében a csdszarmetszEés soran az anyaallatok, majd ezt kovetéen a magzatok vizsgalatat lehetdleg anélkiil kell vé-
gezni, hogy tudhat6 lenne, melyik kezelési vagy kontrollcsoportbol szarmaznak.

1.6.9. A méhtartalom vizsgalata

A vizsgalat befejezésekor vagy az elhullas utdn amilyen gyorsan csak lehet, ki kell venni az allatok méhét, €s ellen-
Orizni kell, hogy vemhesek voltak-e. Azokat a méheket, amelyek nem tlinnek vemhesnek, tovabbi vizsgalatoknak
(pl. ragcsalok esetében ammonium-szulfid festésnek, nyulak esetében pedig Salewski-festésnek vagy mas megfelelo el-
jarasnak) kell alavetni annak igazoldsa érdekében, hogy az allat valéban nem volt vemhes (5).

A vemhes méheket a méhnyakkal egyiitt meg kell mérni. Nem kell megmérni azoknak a vemhes méheknek a tomeggét,
amelyeket a vizsgalat soran elhullott allatokbdl vettek ki.

A vemhes allatokban meg kell hatarozni a sargatestek szamat is.

A méhtartalom vizsgalatakor meg kell hatarozni, hogy hany embri¢ vagy magzat halt el, illetve hogy hany életképes
magzatot tartalmaz. Le kell irni a felszivodas mértékét, hogy megbecsiilhetd legyen a konceptus elhalasanak relativ id6-
pontja (lasd: 1.2. szakasz).

1.6.10. A magzatok vizsgalata
Minden magzat esetében meg kell hatarozni a magzat ivarat ¢s testtomegét.
Minden magzat esetében meg kell tovabba vizsgalni, hogy vannak-e kiils elvaltozasok (6).

A magzatokban meg kell vizsgélni, hogy vannak-e vazrendszeri és lagyszoveti elvaltozasok (pl. eltérések és deformi-
tasok vagy rendellenességek) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24). Elény&s,
de nem feltétleniil sziikséges a magzati elvaltozasok kategorizalasa. Ha elvégezziik a kategorizalast, vilagosan meg kell
jeldlni az egyes kategoriak meghatarozasanak kritériumait. Kiilonds figyelmet kell szentelni a szaporitészervek vizsga-
latanak, és ezen beliil a rendellenes fejlodés jeleinek.

Ragcsalok esetében koriilbeliil az alom felét kell elokésziteni a vazrendszeri, a maradékot pedig a lagyszoveti elvalto-
zasok vizsgalatara, ahol az utobbihoz elfogadott és megfeleld sorozatmetszési modszereket vagy 6vatos makroszkopos
boncolasi technikakat kell alkalmazni.

Nem ragesalok, pl. nyulak esetében, minden magzatban meg kell vizsgalni mind a ldgyszdveti, mind pedig a vazrend-
szeri elvaltozasokat. A lagyszdveti elvaltozasok vizsgalatdhoz a magzatok testét dvatos boncolas segitségével kell érté-
kelni, amely magéban foglalhatja a belsd szivstruktira tovabbi tanulmanyozasat is (25). Az igy megvizsgalt magzatok
felénél el kell tavolitani a fejet, és eld kell késziteni az abban 1€v0 lagyszovetek (szem, agy, orrjaratok és nyelv) vizsgala-
tara, amelyhez standard sorozatmetszési modszereket (26) vagy mas, ugyanilyen érzékeny maodszert kell alkalmazni.
A testeket, illetve a fennmaradé ép magzatok testét el6 kell késziteni a vazrendszeri elvaltozasok vizsgalatara, amelyhez
ugyanazokat a médszereket kell hasznalni, mint ragcsalok esetében.
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2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Az adatokat mind az anyadallatok, mind utddaik esetében egyedileg kell a jelentésben rdgziteni, majd tablazatos forma-
ban is 6ssze kell foglalni, amelyben minden egyes vizsgalati csoport és generacid esetében fel kell tiintetni az dllatok sza-
mat a vizsgalat kezdetén, a vizsgélat soran elpusztult vagy humanus okok miatt exterminalt allatok szdmat, valamint az
elhulldsok és a humanus exterminaciok idopontjat, a vemhes ndstények szamat, a toxicitas jeleit mutatd allatok szamat, a
megfigyelt toxicitasi tiinetek leirasat, ezen beliil barmely toxikus tiinet megjelenésének idopontjat, valamint ezek iddtar-
tamat és sulyossagat, az embriokkal/magzatokkal kapcsolatos megfigyeléseket és az almokra vonatkozd minden
vonatkoz6 adatot.

A szamszeri eredményeket megfeleld statisztikai modszerrel kell kiértékelni, amelynél az adatanalizishez hasznalt
egység az alom. Altalanosan elfogadott statisztikai modszert kell hasznalni; a vizsgalat megtervezése soran kell azt ki-
valasztani, és a valasztast meg kell indokolni. A jelentésben fel kell tiintetni azoknak az 4llatoknak az adatait is, amelyek
nem maradtak életben a tervezett exterminalasuk idépontjaig. Adott esetben a csoportatlagok szdmitasahoz is fel lehet
hasznalni ezeket az adatokat. Az ilyen allatokbol nyert adatok alkalmazhatosagat, és igy a csoportatlag(ok)ba vald be-
szamitasukat vagy abbdl vald kizarasukat minden esetben egyedileg kell meghatarozni, és megfeleléen indokolni is kell.

2.2. Az eredmények értékelése

A prenatalis fejlodési toxicitasi vizsgalat eredményeit a megfigyelt hatasok szempontjabol kell értékelni. Az értékelés
az alabbi informacidkat foglalja magaban:

— azanyaallatok és az embriok/magzatok vizsgalatainak eredményei, ezen beliil az allat expozicidja és az egyes hata-
sok gyakorisaga vagy stlyossaga kozotti 0sszefliggések vagy azok hianyéanak értékelése;
amagzatok kiils6, lagyszoveti €s vazrendszeri elvaltozasainak esetleges kategorizalasanal alkalmazott kritériumok;
a vizsgalat eredményeinek értelmezését javitando, adott esetben korabbi kontrolladatok;
az 0sszes szazalék és méroszam szamitasahoz felhasznalt szamadatok;
adott esetben a vizsgalat eredményeinek megfeleld statisztikai elemzése, amelynek elegendd informaciot kell tar-
talmaznia az elemzési modszerrel kapcsolatban ahhoz, hogy egy fiiggetlen biralo vagy statisztikus Gjra tudja értékelni
vagy rekonstrualni tudja az elemzést;

Barmely olyan vizsgalatban, amely a toxikus hatasok hianyat igazolja, tovabbi vizsgalatokat kell végezni a vizsgalan-
d¢ anyag felszivodasanak és bioldgiai hozzaférhetéségének meghatarozasara.

2.3. Az eredmények értelmezése

A prenatalis fejlodési toxicitasi vizsgalatokkal a vemhesség soran egy anyaggal torténd ismételt expozicionak az
anyaallatra és utodai méhen beliili fejlodésére gyakorolt hatdsai tanulmanyozhatdak. A vizsgalat eredményeit a szubkro-
nikus, reprodukcids, toxikokinetikai és egyéb vizsgalatok eredményeivel 6sszefliggésben kell értelmezni. Mivel mind az
altalanos toxicitasra (az anyai toxicitas révén), mind pedig a fejlddési toxicitasi végpontokra hangsuly kertil, a vizsgalat
eredményei bizonyos mértékig lehet6vé teszik az altalanos toxicitas hianyaban is fellépd, a fejlodésre gyakorolt hatasok
megkiilonboztetését azoktdl, amelyeket az anyaallatra is toxikus szintek idéznek el6 (27).

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A jelentésnek az alabbi konkrét informaciokat kell tartalmaznia:
Vizsgaland6 anyag:

— fizikai jelleg és ahol fontos, fizikai-kémiai tulajdonsagok;

— megjeldlés, és ezen belill — ha ismert, vagy meghataroztak — a CAS-szam;
— tisztasag.

Vivéanyag (ha sziikséges):

— ha a vivéanyag nem viz, akkor ennek indoklasa.

Kisérleti allatok:

az alkalmazott faj és torzs;

— az allatok szama és életkora;

szarmazas, tartasi koriilmények, takarmany stb.;

— az egyes allatok testtomege a vizsgalat kezdetén.
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Kisérleti koriilmények:

— a doézisszintek megvalasztasanak indoklésa;

— avizsgaland6 anyag formuldzasaval/a taplalék elékészitésével, az elért koncentracidval, a készitmény stabilitasa-
val és homogenitasaval kapcsolatos informaciok;

— avizsgaland6 anyag adagoldsdnak adatai;
zisra (mg/testtomeg-kg/nap);

— kornyezeti feltételek;

— ataplalék és az ivoviz mindségével kapcsolatos adatok.

Eredmények:

Anyai toxikus valaszadatok a dézis fliggvényében, ezen beliil tobbek kdzott:

— az allatok szdma a vizsgalat kezdetén, az életben maradt allatok szama, tovabba a vembhes, az abortal6 és a koraelld
allatok szama;

— azesetleges vizsgalat kozbeni elhullds iddpontja, vagy hogy az 4llat életben maradt-e az exterminalds id6pontjaig;

— atervezett exterminalas el6tt elpusztult allatok adatait is bele kell foglalni a jelentésbe, de a csoportok kdzotti sta-
tisztikai 6sszehasonlitasokba nem;

— az egyes rendellenes klinikai tiinetek megfigyelésének idépontja, valamint ezek késébbi lefolyasa;

— testtomeg, testtomeg-valtozas és a vemhes méhek tomege, ezen beliil adott esetben a vemhes méh tomegével korri-
galt testtomeg-valtozas;

— taplalékfogyasztas és, ha mérve volt, vizfogyasztas;

— boncolasi eredmények, ezen beliil a méh tomege;

— ajelentésben fel kell tiintetni az anyai és fejlodési hatdsokra vonatkoz6 NOAEL-értékeket is.

Fejlodési végpontok a dozis fliggvényében azokra az almokra vonatkozdan, ahol bedgyazddas tortént, ezen beliil:
— asargatestek szama;

— abeagyazodasok szama, az ¢él6 és elhalt magzatok ¢€s a felszivodasok szama, valamint szazalékos aranya;

— a beagyazodas elotti és utani veszteségek szama és szazalékos aranya.

Fejlodési végpontok a dozis fliggvényében azokra az almokra vonatkozodan, ahol é16 magzatok vannak, ezen beliil:
— az ¢l6 utédok szama és szazalékos aranya;
— ivararany;
a magzatok testtomege, lehetéleg ivaronként kiilon és egyiitt is;
— kiilsd, lagyszoveti és vazrendszeri deformitdsok, valamint mas Iényeges elvaltozasok;
adott esetben a kategorizalas kritériumai,
— a kiils6, lagyszoveti és vazrendszeri elvaltozasokat mutaté magzatok és almok Osszesitett szdma és szazalékos
aranya, valamint az egyedi rendellenességek és mas Iényeges elvaltozasok tipusa és gyakorisaga.
Az eredmények diszkusszidja.
Kovetkeztetések.
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7. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EiiM—KvVM-BM egyiittes rendelethez

B.35. KETGENERACIOS REPRODUKCIOS TOXICITASI VIZSGALAT

1. MODSZER
Ez a mddszer az OECD TG 416 (2001) médszer megfeleldje.

1.1. Bevezetés

E kétgeneracios reprodukcids toxicitasi vizsgalati modszer segitségével altalanos informaciok nyerhetdk egy vizsga-
land6 anyagnak a him és ndi szaporitorendszer épségére €s teljesitOképességére, ezen beliil az ivarmirigyek miikddésére,
az ivari ciklusra, a parzasi viselkedésre, a fogantatasra, a vemhességre, az ellésre, a szoptatasra €s az elvalasztasra, vala-
mint az utédok novekedésére és fejlodésére gyakorolt hatdsaival kapcsolatosan. A vizsgélat emellett informéciokat
nyUjthat a vizsgaland6 anyagnak az 0jsziilott kori morbiditasra, mortalitdsra gyakorolt hatdsaival kapcsolatosan, eléze-
tes adatokat szolgéltathat a prenatalis és posztnatalis fejlédési toxicitasrdl, illetve tmutatdként szolgalhat a kés6bbi
vizsgalatokhoz is. Az F1 generacid novekedésének ¢és fejlédésének tanulmanyozasan kiviil e vizsgalati modszer segitsé-
gével a him és ndi szaporitérendszer épsége és teljesitoképessége, valamint az F2 generacio ndvekedése és fejlodése is
tanulmanyozhato. A fejlodési toxicitassal €s a funkcionalis defektusokkal kapcsolatban tovabbi informaciok ugy szerez-
hetdk, ha ezt az eljarast adott esetben a fejlodési toxicitasi és/vagy fejlodési neurotoxicitasi modszereket segitségiil hiva
tovabbi vizsgalati protokollokkal egészitik ki, de az emlitett végpontok a megfeleld vizsgalati modszerek alkalmazasa-
val kiilon vizsgéalatokban is tanulmanyozhatok.

1.2. A vizsgalati modszer elve

A vizsgalandd anyagot fokozatosan novekvé doézisokban kell adagolni him és ndstény allatok tobb csoportjanak.
A P generacioba tartozo himeknek egyrészt a novekedés soran, masrészt legalabb egy teljes spermaképzddési ciklus so-
ran (egérben kortilbeliil 56 nap, patkdnyban pedig koriilbeliil 70 nap) kell adagolni az anyagot ahhoz, hogy barmilyen, a
spermaképzddésre gyakorolt karos hatast ki lehessen valtani. A spermara gyakorolt hatasokat egy sor spermaparaméter
(pl. spermamorfoldgia és -motilitds), valamint szovetpreparatumok és részletes korszovettani vizsgalatok segitségével
kell meghatarozni. Ha rendelkezésre allnak megfeleld idotartamu, pl. legalabb 90 napos ismételt dozisu vizsgalatokbol
szdrmazo, a spermaképzdodéssel kapcsolatos adatok, a P generacioba tartozo himeket nem kell bevonni az értékelésbe. A
spermamintakat vagy az azokrol késziilt digitalis felvételeket azonban ajanlatos az esetleges késébbi értékelések céljara
megOrizni, illetve elmenteni. A P generacidba tartozo ndstényeknek egyrészt a novekedés soran, masrészt tobb teljes iva-
ri ciklus soran kell adagolni a vizsgaland6 anyagot ahhoz, hogy észlelhetdk legyenek az ivari ciklus szabalyossagara ki-
fejtett esetleges karos hatasok. A vizsgalandd anyagot a parzas €s az ennek eredményeként létrejovo vemhesség soran,
sOt egészen az F1 utddok elvalasztasanak ideje alatt is kell adagolni a sziiloknek (azaz a P generacioba tartozé allatok-
nak). Az elvalasztaskor a kezelést az F1 utédokon kell folytatni, egészen felndtté valasukig, parzasukig, illetve az F2 ge-
neraci6 létrejottéig, amig meg nem torténik az F2 generacid elvalasztasa.

Minden allaton klinikai megfigyeléseket és korbonctani vizsgalatokat kell végezni a toxicitas jeleinek kimutatasa ér-
dekében, és kiilon hangsulyt kell fektetni a him és néi szaporitorendszer épségére €s teljesitképességére, valamint az
utodok novekedésére €s fejlodésére.

1.3. A vizsgalati modszer ismertetése

1.3.1. Az allatfaj kivalasztasa

A vizsgalatok céljara a preferalt allatfaj a patkany. Ettdl eltérd fajok alkalmazasat megfelelden indokolni kell, és a
megfeleld modositasokra is szlikség lesz. Nem szabad olyan torzseket alkalmazni, amelyek kevéssé termékenyek, vagy
amelyekben magas a fejlodési defektusok el6forduldsi gyakorisaga. A vizsgalat megkezdésekor az egyes kisérleti alla-
tok testtomegének csak minimalis mértékben szabad kiilonboznie egymastol, és egyik ivar esetében sem térhet el
20%-nal magasabb mértékben az ivar atlagatol.

1.3.2. Az allatok tartdsdnak és etetésének koriilményei

A kisérleti helyiség homérsékletének 22 °C (£3 °C)-nak kell lennie. Bar a helyiség relativ paratartalmanak legalabb
30%-nak kell lennie, illetve a takaritas id6tartamatol eltekintve lehet6leg ne haladja meg a 70%-ot, a célértéknek 50 és
60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mesterséges; 12 6ras vilagos és 12 6ras sotét periddusok valtsak egymast. Az
etetéshez standard laboratériumi takarmany alkalmazhato, korlatlan mennyiségli ivoviz biztositasa mellett. A takarmany
megvalasztasat az is befolyasolhatja, hogy ha a vizsgaland6 anyagot taplalékkal adjak be, akkor azok megfelelé modon
keveredjenek el egymassal.

Az allatok egyedileg vagy azonos ivaru egyedekbdl allo kisebb csoportokban is tarthatok. A paroztatasokat erre a cél-
ra alkalmas ketrecekben kell végezni. Ha meggy6zddtek a parzas megtorténtérol, a paroztatott ndstényeket egyedileg
kell elhelyezni elletd vagy fiaztatd ketrecekben. A paroztatott patkanyokat kis csoportokban is lehet tartani, de az ellés
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el6tt egy vagy két nappal kiilon kell valasztani 6ket. Az ellés kozeledtével a paroztatott allatok szamara megfeleld és
meghatarozott fészekrakd anyagot kell biztositani.

1.3.3. Az allatok elékészitése

Legalabb 5 napon at a laboratérium koriilményeihez szoktatott, egészséges allatokat kell alkalmazni, amelyek korab-
ban nem voltak mas kisérletnek alanyai. A kisérleti allatok jellemzésekor meg kell adni az allat fajat, torzsét, szarmaza-
sat, ivarat, testtomegét és/vagy €letkorat. Ismerni kell, hogy mely allatok kdzott all fenn testvéri viszony, hogy elkeriilhe-
t6 legyen ezek paroztatasa. Az allatokat véletlenszeriien kell beosztani a kontroll- és a kezelési csoportokba. A ketrece-
ket ugy kell elrendezni, hogy minimalisra lehessen csokkenteni a ketrec elhelyezése jelentette lehetséges hatasokat. Min-
den allatot egyedi azonositoszammal kell ellatni. A P generacio esetében ezt még a kezelés megkezdése elott meg kell
tenni. Az F1 generacio esetében a késdbbi paroztatasra kivalasztott allatokat az elvalasztaskor egyedi azonositoval kell
ellatni. Minden kivalasztott F1 allat esetében meg kell 6rizni azokat az adatokat, amelyek rogzitik, hogy az allat melyik
alombdl szarmazik. Ha az utédok testtomegének mérését vagy barmely mas funkcionalis vizsgalat elvégzését is fontolod-
ra veszik, akkor ajanlatos a sziiletés utan a leheté leghamarabb azonositoval ellatni a kolykoket.

A kezelés megkezdésekor a sziiléknek (P generacid) koriilbelill 5-9 hetesnek kell lenniiik. Amennyire csak megold-
hatd, az allatoknak az 6sszes vizsgalati csoportban nagyjabdl azonos testtomegiinek és kortnak kell lennitik.

1.4. Eljaras

1.4.1. Az allatok szama és ivara

Minden kezelési és kontrollcsoportban elegendd szamu allatnak kell lennie ahhoz, hogy az elléskor vagy akdriil lehe-
téleg legalabb 20 vemhes ndstény tartozzon egy-egy csoportba. A kezeléssel dsszefliggésben nemkivanatos hatasokat
(pl. sterilitast vagy magas dozisban talzott toxicitast) kivaltdo anyagok esetében eléfordulhat, hogy ezt nem lehet megol-
dani. A cél az, hogy elegendd szdmu vemhesség jojjon Iétre az anyagnak a termékenységre, a vemhességre, az anyai vi-
selkedésre és szoptatasra, az F1 utdodoknak a fogantatastol az ivarérettségig torténd novekedésére és fejlodésére, vala-
mint az F2 utdédoknak az elvalasztasig tart6 idoszakban torténd fejlodésére gyakorolt esetleges hatasok értékeléséhez.
Nem feltétlentil teszi érvénytelenné tehat a vizsgalatot az, ha nem lehet megoldani, hogy a kivant szdmu (azaz 20) vem-
hes allat alljon rendelkezésre, és ennek jelentdségét minden egyes esetben kiilon-kiilon kell értékelni.

1.4.2. A dozisok elékészitése

A vizsgaland6 anyagot ajanlatos oralisan adagolni (a taplalékkal, az ivovizzel vagy mesterséges taplalassal), kivéve,
ha mas beadasi moédot (pl. dermadlis vagy inhalalasos alkalmazast) tartanak megfelel6bbnek.

Ahol sziikséges, a vizsgalandd anyagot megfeleld vivéanyagban kell feloldani vagy szuszpendélni. Ahol lehet, els6-
sorban vizes oldatot/szuszpenziot ajanlatos alkalmazni, masodsorban olajos (pl. kukoricacsira-olajban elkészitett) olda-
tot vagy emulzidt, és csak harmadsorban mas vivéanyagokban elkészitett oldatot. A viztdl eltérd vivéanyagok esetében
ismerni kell a vivéanyag toxikus jellemzdit. Meg kell hatdrozni tovabba azt is, hogy a vizsgaland6 anyag mennyire stabil
az adott vivOanyagban.

1.4.3. Adagolas

Legalabb harom dozist és ezzel parhuzamos kontrollt kell alkalmazni. Hacsak a vizsgaland6 anyag fizikai-kémiai jel-
lege vagy bioldgiai hatdsai nem szabnak ennek hatart, a legmagasabb dozist ugy kell megvalasztani, hogy toxicitast idéz-
zen eld, de ne okozzon elhullast vagy sulyos szenvedést. Varatlan elhullasok esetén, ha a sziil6i (P) generacio elhullasi
aranya alacsonyabb, mint koriilbeliil 10 szdzal€k, a vizsgalat még altalaban elfogadhatd. A dézisok csokkend sorrendjét
ugy kell megvalasztani, hogy kimutathatok legyenek az esetleges dozisfiiggd hatasok és a nem észlelhetd karos hatas
szintje (NOAEL). A csokkend dozisszintek meghatarozasahoz gyakran optimalis a 2—4-szeres intervallumok alkalmaza-
sa, ¢és nagyon nagy intervallumok (pl. 10-nél magasabb szorzofaktor) alkalmazésa esetén gyakran eldonyos a dozisok
koz¢ egy negyedik vizsgalati csoportot is beiktatni. A taplalékkal valo beadast alkalmazo vizsgalatok esetében a dozisin-
tervallum nem lehet haromszorosnal nagyobb. A do6zisszinteket a korabbi toxicitasi adatok €s kiilondsen az ismételt do-
zisu vizsgalatok eredményeinek figyelembevételével kell megvalasztani A vizsgdland6 vegyiilet és a szerkezetileg ro-
kon anyagok metabolizmusaval és kinetikajaval kapcsolatban rendelkezésre allo 6sszes informaciot is figyelembe kell
venni. Ezek az informaciok segitik majd az adagolasi rend megfeleld voltanak igazolasat is.

A kontrollcsoport egy kezeletlen csoport, vagy ha a vizsgalandé anyag beadasahoz vivéanyagot hasznalnak, akkor
egy vivOanyaggal kezelt kontrollcsoport. A kontrollcsoportba tartozoé allatokat a vizsgalandd anyag beadasatol eltekint-
ve ugyanolyan modon kell kezelni, mint a vizsgalati csoportokban 1évoket. Vivoanyag alkalmazasa esetén a kontrollcso-
portban a legnagyobb alkalmazott mennyiségben kell beadni a vivoanyagot. Ha a vizsgaland6 anyagot a taplalékkal ad-
jak be, és emiatt csokken a taplalékfogyasztas vagy hasznositas, akkor sziikség lehet egy parban etetett kontrollcsoport
alkalmazasara is. A parhuzamos parban etetett kontrollcsoport helyett felhasznalhatok olyan kontrollcsoportokkal vég-
zett vizsgalatokbol szarmazo6 adatok is, amelyek célja a csokkent taplalékfogyasztas reproduktiv paraméterekre gyako-
rolt hatasanak értékelése.

A vivéanyagok vagy egyéb adalékok esetében a kovetkezd jellemzdket kell figyelembe venni: a vizsgalando anyag
felszivodasara, eloszlasara, metabolizmusara vagy visszatartasara gyakorolt hatasok; a vizsgalando anyag kémiai tulaj-
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donsagaira gyakorolt hatasok, amelyek modosithatjak annak toxikus jellemz6it; valamint az allatok taplalék- és vizfo-
gyasztasara vagy taplaltsagi allapotara gyakorolt hatasok.

1.4.4. Hatarérték-vizsgalat

Ha egy egyetlen, legalabb 1000 mg/testtomeg-kg/nap oralis dozis felhasznalasaval végzett, vagy taplalékkal vagy ivo-
vizzel torténd beadas esetén a taplalékban vagy ivovizben ezzel egyenértékil szazalékos arany alkalmazasaval torténd s
az itt ismertetett eljarasok szerint lefolytatott vizsgalat sem a sziildkben, sem utddaikban nem idéz el6 észlelhetd toxici-
tast, és ha a szerkezetileg és/vagy metabolizmus szempontjabol rokon vegyiiletekkel kapcsolatos adatok alapjan nem
varhatd toxicitas, megfontolhato a tobb dozisszinttel végzett teljes vizsgalat elhagyasa. Hatarérték-vizsgalatot kell min-
den esetben alkalmazni, kivéve, ha a human expozici6 magasabb oralis dozis alkalmazasat teszi sziikségessé. Mas tipust
beadasi modok, igy példaul inhalalas vagy dermalis alkalmazas esetén a vizsgalando anyag fizikai-kémiai tulajdonsagai
—igy példaul oldhatdsaga — gyakran eldre jelezhetik, illetve korlatozhatjak a lehetséges expozicios szint maximumat.

1.4.5. A dozisok beadasa

Az allatoknak a hét minden napjan adagolni kell a vizsgaland6 anyagot. A preferalt beadasi mod az oralis (taplalékkal,
ivovizzel vagy mesterséges taplalassal torténd bevitel). Az ettdl eltérd beadasi modok hasznalatat meg kell indokolni, és
ennek megfelel6 modositasokra is sziikség lehet. A megfeleld hosszusagu kisérleti id6szak soran minden allatnak azonos
modszerrel kell beadni az anyagot. Ha a vizsgaland6 anyagot mesterséges taplalassal juttatjak be, gyomorszondat kell al-
kalmazni. Az egyszerre beadott folyadéktérfogat nem haladhatja meg az 1 ml/100 g testtomeg-aranyt (kukoricacsi-
ra-olajban torténd adagolas esetén a maximum a 0,4 ml/100 g testtomeg-arany), kivéve vizes oldatok esetében, amikor
2 ml/100 g testtomeg-arany is alkalmazhatd. Az irritald vagy korr6zios hatasu anyagok kivételével, amelyek esetében a
magasabb koncentraciok silyosabb hatasokat okoznak, minimalisra kell csokkenteni a térfogatbeli eltéréseket, amihez a
koncentraciot kell igy beallitani, hogy minden dézisszinten allando térfogatot lehessen biztositani. A mesterséges tapla-
last alkalmazo vizsgalatokban a kolykok altalaban mindaddig csak kdzvetve, az anyatejen keresztiil kapjak a vizsgalan-
do anyagot, amig az elvalasztaskor meg nem kezdddik a kozvetlen adagolas. A taplalékkal vagy ivovizzel torténd adago-
last alkalmazo vizsgalatok esetében a kolykok kozvetleniil is megkapjak a vizsgalando anyagot, amikor a szoptatasi ido-
szak utolsé hetében 6nalloan is elkezdenek taplalkozni.

A taplalékkal vagy ivovizzel bejuttatott anyagok esetében fontos, hogy a vizsgalandé anyag mennyisége ne zavarja a
normal taplalkozast vagy vizhaztartast. Ha a vizsgalando anyagot taplalékkal juttatjak be, vagy a taplalékbeli koncentra-
ciot (ppm), vagy pedig az allat testtomegére szamitott dozist kell allando értéken tartani, és meg kell adni, hogy melyik
alternativat alkalmazzak. A mesterséges taplalassal bejuttatott anyagok esetében a dozist mindig a nap hasonl6 id6szaka-
ban kell beadni, és legalabb hetente Gjra be kell allitani ahhoz, hogy az éllat testtomegéhez viszonyitva allandé értéken
lehessen tartani a dozist. A mesterséges taplalassal bejuttatott és testtomegen alapuld dozis beallitasakor figyelembe kell
venni a méhlepénybeli eloszlassal kapcsolatos informaciokat is.

1.4.6. A kisérleti program

A P generacioba tartozo himek és ndstények napi kezelését 5—-9 hetes korukban kell elkezdeni. Az F1 himek és ndsté-
nyek napi kezelését az elvalasztaskor kell elkezdeni; nem szabad megfeledkezni arr6l, hogy ha vizsgaland6 anyagot tap-
lalékkal vagy ivovizzel adagoljak, az F1 utdodok kdzvetlen expozicidja mar a szoptatasi idészakban megkezdddhet. Az
adagolast mindkét ivar (P és F1) esetében legalabb 10 héten at folytatni kell a parzasi idészak eldtt. Az adagolast a2 hetes
paroztatasi id6szakban sem szabad abbahagyni egyik ivar esetében sem. Amikor a reproduktiv hatasok értékelése szem-
pontjabol mar nincs sziikség a him allatokra, humanus médon exterminalni kell 6ket és megvizsgalni. A sziildi (P) gene-
racidba tartozo néstények esetében az adagolast a vemhesség ideje alatt is folytatni kell, egészen az F1 generaci6 elva-
lasztasaig. Fontolora kell venni az adagolasi rend modositasat a vizsgalandoé anyaggal, ezen beliil a meglévd toxicitasi
adatokkal, az anyagcsere fokozodasaval vagy bioldgiai felhalmozdodassal kapesolatban rendelkezésre allo informaciok
alapjan. Az egyes allatoknak beadand6 dozist altalaban a legutobbi testtomeg-mérés eredménye alapjan kell meghata-
rozni. A vemhesség utolso trimeszterében azonban dvatosan kell eljarni a dozis beallitasakor.

A P és F1 himek és néstények kezelését exterminalasukig kell folytatni. Minden felnétt P és F1 himet és néstényt hu-
manus modon exterminalni kell, ha mar nincs rajuk sziikség a reproduktiv hatasok értékeléséhez. Az elvalasztas utan a
paroztatasra ki nem valasztott F1 utédokat és minden F2 utédot humanus médon exterminalni kell elvalasztasukat kdve-
tden.

1.4.7. A paroztatasi eljaras

1.4.7.1. A sziil6i (P) generacid paroztatasa

Minden egyes paroztataskor a ndstényt egy azonos dozissal kezelt himmel kell 6sszerakni (1:1 paroztatas), és addig
kell egyiitt hagyni 6ket, amig a parzas meg nem torténik, vagy 2 hét el nem telik. Mindennap meg kell vizsgalni, hogy a
néstényben észlelheté-e ondd vagy hiivelydugd. A vemhesség 0. napja definicio szerint az a nap, amikor hiivelydugo
vagy ondo figyelhetd meg a ndstényben. Ha a paroztatas sikertelen volt, fontolora kell venni a ndstények ijraparoztata-
sat egy azonos csoportbeli és mar sikeresen paroztatott himmel. Az adatok kdzott egyértelmiien fel kell tiintetni a paroz-
tatott parokat. Keriilni kell a testvérek paroztatasat.
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1.4.7.2. F1 paroztatas

Az F1 utddok paroztatasakor minden alombol legalabb egy him és egy néstény allatot kell kivalasztani az elvalasztas-
kor, hogy kés6bb egy masik alombol szarmazd, de azonos csoportba tartozo allattal paroztatva 1étrejojjon az F2 genera-
cid. A kolykok kivalasztasat minden egyes alomban véletlenszeriien kell elvégezni, feltéve, hogy nincs szignifikans kii-
16nbség az egy alomba tartoz6 allatok testtomege vagy kiilsé megjelenése kozott. Ha azonban van kiilonbség, akkor min-
den alombol a legreprezentativabb egyedet kell kivalasztani. A gyakorlatban ezt a testtomeg alapjan lehet a legjobban el-
végezni, de esetenként megfeleldbb lehet a kiilsd megjelenés alapjan tenni ezt. Mindaddig nem szabad péroztatni az
F1 utodokat, amig teljesen ivaréretté nem valnak.

Azutdod nélkiili paroknal meg kell vizsgalni a latszolagos terméketlenség okat. Ennek keretében lehetdség biztosithato
szamukra mas olyan himekkel vagy ndstényekkel vald parzasra, amelyeket mar sikeresen paroztattak, vagy el lehet vé-
gezni a szaporitdszervek mikroszkopos vizsgalatat, vagy meg lehet vizsgalni az ivari ciklust vagy a spermaképzddést.

1.4.7.3. Mésodik paroztatas

Bizonyos esetekben, igy példaul ha az alomméret a kezeléssel 6sszefiiggésben megvaltozik, vagy ha az elsé parozta-
taskor nem egyértelmii hatasokat figyelnek meg, ajanlatos a feln6tt P és F1 allatokat Gjraparoztatni és igy egy masodik al-
mot kialakitani. Ajanlatos ujraparoztatni azokat a himeket és néstényeket is, amelyek bizonyitottan nemzoképes ellenke-
z0 nemil partnerekkel sem hoztak utédokat. Ha a két generacio barmelyikében sziikségesnek latszik egy masodik alom
kialakitasa, az allatokat kortilbeliil egy héttel az utolso alom elvalasztasa utan kell Gjraparoztatni.

1.4.7.4. Az alom mérete

Hagyni kell, hogy az allatok a szokasos modon elljék és neveljék utddaikat az elvalasztasig. Az alomméret standardi-
zalasa nem kotelezd. Ha azonban elvégezziik a standardizalast, részletesen ismertetni kell az erre alkalmazott modszert.

1.5. Megfigyelések

1.5.1. Klinikai megfigyelések

Mindennap klinikai megfigyelést kell végezni, és a mesterséges taplalassal valo adagolés a beadas iddpontjanak meg-
hatarozasakor azt is figyelembe kell venni, hogy a beadés utan a hatdsok varhatéan mikor érik el a maximumukat. A vi-
selkedésbeli valtozasokat, a nehéz vagy hosszan tart6 ellés jeleit és a toxicitds minden tiinetét rogziteni kell a jegyzo-
konyvben. Legalabb hetente egyszer alaposabban is meg kell vizsgélni az allatokat, célszerlien akkor, amikor a testto-
meg-mérésre keriil sor. Naponta kétszer, illetve a hétvégeken adott esetben naponta egyszer meg kell vizsgalni az 4llato-
kat megbetegedés és elhullas szempontjabol.

1.5.2. A sziilok testtdomege, valamint taplalék- és vizfogyasztasa

A kezelés els6 napjan, majd azt kdvetden legalabb hetente egyszer meg kell mérni a sziilk (P és F1) testtomegét. Az
anyaallatokat (P és F1) legalabb a vemhesség 0., 7., 14. és 20. vagy 21. napjan kell megmérni, a szoptatas idészakaban
pedig ugyanazokon a napokon, amikor az utddokat is megmérik, valamint az allatok exterminaldsanak napjan is. A meg-
figyeléseket minden egyes felnétt allat esetében kiilon-kiilon kell rogziteni. A paroztatés el6tti idészakban és a vemhes-
ség alatt legalabb hetente meg kell mérni a taplalékfogyasztast. Ha a vizsgalandd anyagot az ivovizzel adagoljak, leg-
alabb hetente egyszer a vizfogyasztast is meg kell mérni.

1.5.3. Ivari ciklus

Az ivari ciklus hosszat és szabalyossagat hiivelykenet alkalmazasaval kell meghatdrozni a P és F1 néstényekben a pa-
roztatas elott és adott esetben a paroztatas soran mindaddig, amig be nem bizonyosodik, hogy parzas tortént. A hiive-
lyi/méhnyaki sejtek vétele soran vigyazni kell arra, hogy meg ne sériiljon a nyéalkahartya, és ezaltal nehogy alvemhesség
alakuljon ki (1).

1.5.4. Spermaparaméterek

A vizsgalat befejezésekor minden P és F1 him esetében meg kell mérni a here és a mellékhere, valamint a korszovetta-
ni vizsgalatokra megdrzo6tt minden szerv koziil az egyiknek a tomegét (lasd 1.5.7. és 1.5.8.1. szakasz). A P és F1 himek
minden egyes csoportjabdl egy-egy, legalabb tiz himbdl 4116 részhalmaz esetében a megmarado heréket €s mellékheréket
a homogenizalasnak ellenallé spermatidak és mellékhere farki részében tarolt ondosejtek szamlalasara kell felhasznalni.
A himek ugyanezen részhalmazaban spermat kell gylijteni a mellékhere farki részébdl vagy az ondovezetékbdl, amelyet
a spermamotilitas és -morfoldgia vizsgalatara kell felhasznalni. Ha kezeléssel 6sszefliggd hatdsokat észlelnek, vagy ha
mas vizsgalatok eredményei a spermaképzddésre gyakorolt lehetséges hatdsokra utalnak, a sperma értékelését az 6sszes
doziscsoportban minden himben el kell végezni; egyéb esetben elegendd lehet, ha a szamlalast csak a kontroll- és a ma-
gas dozissal kezelt P és F1 himekben végzik el.

Meg kell hatarozni a herében 1év6 homogenizalasnak ellenallé spermatidak és a mellékhere farki részében talalhatd
ondosejtek teljes szamat (2) (3). A mellékhere farki részében 1évé ondokészlet nagysagat a kvalitativ értékelésekhez
hasznalt szuszpenzidban 1évé ondd koncentracidja €s mennyisége, valamint a fennmaradt mellékhere farki részébal ki-
nyert szovet ezt kovetd daralasaval és/vagy homogenizalasaval kinyert onddsejtek szama alapjan lehet meghatarozni. Az
Osszes kezelési csoportban kozvetleniil az exterminalas utan kell elvégezni a szdmlalast a himek e kivalasztott részhal-
mazaban, kivéve, ha video- vagy digitalis felvételt készitenek, vagy ha a mintakat késébbi elemzésig lefagyasztjak. llyen
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esetekben a kontroll- és a magas dozissal kezelt csoportot célszerii el6szor megvizsgalni. Ha nem észlelhetd kezeléssel
Osszefliggd hatas (pl. az onddsejtszamra, valamint a motilitasra és morfologiara gyakorolt hatés), a tobbi doziscsoportot
nem kell megvizsgalni. Ha a magas dozissal kezelt csoportban kezeléssel 0sszefiiggd hatasokat észleliink, akkor az ala-
csonyabb doziscsoportokat is meg kell vizsgalni.

Az exterminalas utan azonnal értékelni kell vagy videofelvételen rogziteni kell a mellékherébdl (vagy onddzsindrbol)
kinyert ondosejtek motilitdsat. A spermét a kdrosodasok minimalis szintre szoritdsa mellett kell kinyerni, majd elfogad-
haté modszerek segitségével kell higitani a motilitdsvizsgalathoz (4). Az elérehaladé mozgast mutatd ondosejtek szaza-
1ékos aranyat vagy szubjektiven, vagy objektiven kell meghatarozni. Ha szamitogéppel tdmogatott motilitdsvizsgalatot
alkalmaznak (5) (6) (7) (8) (9) (10), az elérehaladd mozgas levezetése az atlagos palyasebesség és egyenes vonalu moz-
gas vagy lineéris index felhasznald altal beallitott kiiszobértékein alapul. Ha a boncolaskor a mintakrél videofelvételt
(11) készitenek, vagy a képeket mas mddon rogzitik, esetleg csak a kontroll- és a nagy dozissal kezelt P és F1 himek ese-
tében kell tovabbi elemzést végezni, kivéve, ha kezeléssel 0sszefiiggd hatasokat észlelnek; ebben az esetben ugyanis az
alacsonyabb dozissal kezelt csoportokat is értékelni kell. Videofelvétel vagy digitalis képek hidnyaban a boncolaskor az
Osszes kezelési csoportba tartoz6 valamennyi 4llat mintjat ki kell elemezni.

Egy mellékherébdl (vagy ondovezetékbdl) szarmazd spermaminta morfoldgiai értékelését is el kell végezni. Az ondo-
sejteket (mintanként legalabb 200-at) fixalt nedves preparatum (12) formajaban kell megvizsgalni, és normalnak vagy
rendellenesnek kell mindsiteni. A morfologiai sperma-rendellenességek kozé tartoznak példaul a fizid, az izolalt fejek
és a torz fej és/vagy farok. Az értékelést a himeknek az egyes doziscsoportbol kivalasztott részhalmazan, az allatok ex-
terminalasa utan azonnal, vagy a video- vagy digitalis felvételek alapjan egy késobbi idépontban kell elvégezni. Fixalas
utan a keneteket is el lehet tenni késdbbi elemzésre. Ilyen esetekben a kontroll- és magas dozissal kezelt csoportokat cél-
rolt hatasokat), akkor nem kell elvégezni a tobbi doziscsoport elemzését. Ha a magas dozissal kezelt csoportban kezelés-
sel Osszefiiggd hatdsokat tapasztalnak, akkor az alacsonyabb dézissal kezelt csoportokat is ki kell értékelni.

Ha a fenti spermavizsgalati paramétereket egy legalabb 90 napos szisztémas toxicitasi vizsgalatban mar meghataroz-
tak, akkor a kétgeneracids vizsgalatban nem kell ezt feltétleniil megismételni. A P generacié spermamintait vagy az
azokrol késziilt digitalis felvételeket azonban, ha sziikséges, ajanlatos az esetleges késébbi értékelések céljara megoriz-
ni, illetve elmenteni.

1.5.5. Az utédok

Az ellés utdn minden almot a lehetd leghamarabb meg kell vizsgalni (0. szoptatasi nap) a kolykok szdmanak és ivara-
nak, a halvasziiletések és élvesziiletések szdmanak, valamint a makroszkdpos rendellenességeknek a megallapitasara.
Ha nem tortént maceracio, a 0. napon elhalva talalt kolykokben lehetdség szerint meg kell vizsgélni az esetleges defektu-
sokat, és meg kell allapitani az elhullas okat, majd konzervalni kell 6ket. Az ¢é16 kdlykoket meg kell szdmolni, és meg kell
mérni a testtomegiiket a sziiletéskor (0. szoptatasi nap), vagy az 1. napon, majd ezt kovetden a rendszeres testtomeg-mé-
rési napokon, azaz pl. a szoptatas 4., 7., 14. és 21. napjan. Az anyadllatokban vagy az utddokban megfigyelt fizikai vagy
viselkedésbeli rendellenességeket is fel kell jegyezni.

Azutddok fizikai fejlédését foleg a testtomeg-gyarapodas alapjan kell nyomon kdvetni. Az egyéb fizikai paraméterek
(pl. afiilek és a szemek kinyilasa, fogzas, szorndvekedés) kiegészitd informaciokat szolgéltathatnak, de ezeket az adato-
kat lehetdleg a szexualis éréssel dsszefiiggésben kell értékelni (pl. kor és testtdmeg a hiivelykinyilds vagy a makk-fityma
szétvalas idopontjaban) (13). Ha nem torténtek korabban kiilon ilyen vizsgalatok, akkor ajanlatos az elvalasztas el6tt
és/vagy utan funkciondlis vizsgalatokat (pl. motoros aktivitds, szenzoros miikddés, a reflexek kifejlodése) is végezni
az F1 utodokon, kiilondsen a szexualis éréssel kapcsolatos vizsgalatokat. Az elvalasztott és paroztatasra kivalasztott
F1 utédok esetében meg kell hatarozni azt az életkort, amikor a hiivelykinyilas, illetve a fitymaelvéalas megtorténik. Ha
az F1 generacid ivararanyaban vagy az ivarérés idejében észlelt valtozasok azt indokoljak, a sziiletés utani 0. napon meg
kell mérni az anogenitalis tavolsagot az F2 utdédokban.

Kihagyhatok a funkcionalis vizsgalatokbdl azok a csoportok, amelyek egyébként egyértelmiien karos hatasok tiineteit
mutatjak (pl. a testtdmeg-gyarapodas szignifikans lassulasa stb.). Funkcionalis vizsgalatok végzése esetén a paroztatasra
kivalasztott kdlykoket nem szabad e vizsgalatokba bevonni.

1.5.6. Makroszkopos boncolas

A vizsgalat befejezésekor vagy a vizsgalat sordn tortént elhullas esetén minden sziild (P és F1 allatok), minden kiilsé
rendellenességet vagy klinikai tiineteket mutat6 kolyok, valamint az F1 és az F2 generaciobol is egy-egy véletlenszeriien
kivalasztott kdlyok/ivar/alom esetében makroszkopos vizsgalatot kell végezni az esetleges strukturalis rendellenességek
vagy korbonctani elvaltozasok feltarasara. Kiilon figyelmet kell szentelni a szaporitoszerveknek. Az elhullaskdzeli alla-
potba kertilt, és ezért huméanus mddon exterminalt vagy a nem maceralt, elpusztult kdlykdkben meg kell hatdrozni az
esetleges defektusokat €s/vagy az elhullas okat, majd konzervalni kell dket.

Az eldszor elld ndstények méhében korszovettani értékelés nélkiil kell megvizsgalni a beagyazodasi helyek jelenlétét
€s szamat.
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1.5.7. A szervek tomege

A vizsgalat befejezésekor a P és F1 allatoknal meg kell hatdrozni a testtomeget, valamint az alabbi szervek tomegét
(a paros szervek tagjait kiilon-kiilon kell megmérni):

— méh, petefészkek;

— herék, mellékherék (teljes és farki rész);

— prosztata,

— ondoholyagok a koagulalo mirigyekkel és valadékukkal, valamint a prosztata (egy egységként);

— agy, maj, vese, 1ép, agyalapi mirigy, pajzsmirigy és mellékvese, valamint az ismert célszervek.

Meg kell hatarozni a boncolasra kivalasztott F1 és F2 kolykok végsé testtomegét. Az egyetlen véletlenszeriien kiva-
lasztott kdlyok/ivar/alom (lasd 1.5.6. szakasz) esetében az alabbi szervek tomegét kell megmérni: agy, 1ép és csecsemd-
mirigy.

Ha megoldhaté, a makroszkopos boncolasi eredményeket és a szervtomeg-adatokat a mas ismételt dozist vizsgala-
tokban tett megfigyelésekkel dsszefiiggésben kell értékelni.

1.5.8. Korszdvettan

1.5.8.1. A sziildallatok

A sziildallatokban (P és F1) a kdvetkezd szerveket €s szoveteket vagy az ezekbOl készitett reprezentativ mintakat
fixalni kell a korszdvettani vizsgalatokhoz, majd megfelelé kdzegben el kell eltarolni:

— hiively, méh és méhnyak, valamint petefészkek (megfeleld rogzitészerrel fixalva);

— egy here (Bouin-féle vagy hasonld rogzitdszerben tartositva), egy mellékhere, ondoholyagok, prosztata, és koagu-
1416 mirigy;

— aparoztatasra kivalasztott 6sszes P és F1 allatbol szarmazo, korabban meghatarozott célszerv(ek).

Minden kontroll- és nagy dozissal kezelt csoportban el kell végezni a paroztatasra kivalasztott P és F1 allatok fent fel-
sorolt és konzervalt szerveinek €s szoveteinek teljes korl korszovettani vizsgalatat. A P allatok petefészkének vizsgalata
nem kotelez6. A NOAEL meghatarozasanak eldsegitése érdekében a kezeléssel 6sszefliggd valtozasokat mutatd szerve-
ket az alacsony és kozepes dozissal kezelt csoportokban is meg kell vizsgalni. El kell végezni tovabba azon alacsony €s
kozepes dozissal kezelt allatok szaporitoszerveinek kdrszovettani vizsgalatat, amelyek gyanithatéoan csokkent termé-
kenységgel birnak, igy példaul azok esetében, amelyek nem tudtak parzani, megfoganni, utddokat nemzeni vagy egész-
séges utddokat a vildgra hozni, vagy amelyeknél az ivari ciklusra vagy a spermaszamra, spermamotilitasra vagy sperma-
morfologidra gyakorolt hatasokat észleltek. Minden makroszkopos 1€zidt, igy példaul atrofiat vagy daganatot is meg kell
vizsgalni.

A kezeléssel 0sszefliggd hatasok, igy példaul a visszatartott spermatidak, hidnyz6 csirasejtrétegek vagy tipusok, sok-
magvu Oriassejtek, vagy a spermaképzd sejtek levalasa €s lumenbe keriilésének azonositasa érdekében el kell végezni a
here részletes korszovettani vizsgalatat (pl. Bouin-féle rogzitdszer, paraffinba dgyazas és 4-5 pm vastag harantmetsze-
tek) (14). Az ép mellékhere vizsgalatanak ki kell terjednie a mellékhere feji részére, testére és farki részére, amelyet egy
hosszanti metszet értékelésével lehet elvégezni. A mellékherében meg kell vizsgélni a leukocita infiltracidt, a sejttipusok
gyakorisagaban bekovetkezd valtozasokat, az abnormalis sejttipusokat, valamint az onddsejek fagocitdzisat. A him sza-
poritdszervek vizsgalatara PAS- és hematoxilin-festés alkalmazhato.

A szoptatasi iddszak utan a petefészeknek tiiszOkezdeményeket és ndvekvo tiiszoket kell tartalmaznia, valamint egy
nagy méreti laktacios sargatestet. A korszovettani vizsgalat soran meg kell vizsgélni a tiisz0kezdemény-allomany kvali-
manak, a kivalasztott petefészekmetszeteknek és metszetmintdknak az alkalmazott értékelési eljarashoz statisztikai
szempontbol adekvatnak kell lennie. A kezelt €s kontrollpetefészkek 0sszehasonlitdsahoz a vizsgalatoknak ki kell ter-
jedniiik a tiisz6kezdemények 0sszeszamlalasara, amelyekhez hozza lehet venni a kis novekvd tiiszoket is (15) (16) (17)
(18) (19).

1.5.8.2. Az elvalasztott allatok

A kiils6 rendellenességeket vagy klinikai tliineteket mutatd 0sszes kolykok, valamint az F1 és az F2 generaciobol az
egy véletlenszertien kivalasztott és paroztatasra ki nem jelolt kolyok/ivar/alom makroszkoposan rendellenes szoveteit és
célszerveit fixalni kell, majd megfeleld kozegben el kell ezeket tarolni a kdrszdvettani vizsgalatokhoz. A konzervalt szo-
vetek teljes korszovettani vizsgalatat ugy kell elvégezni, hogy kiilon hangsulyt kell fektetni a szaporitdszervekre.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Az adatokat egyedileg kell a jelentésben rdgziteni, majd tablazatos formaban is dssze kell foglalni, amelyben minden
egyes vizsgalati csoport és generacio esetében fel kell tiintetni az allatok szamat a vizsgalat kezdetén, a vizsgalat soran
elpusztult vagy humanus okok miatt exterminalt allatok szamat, az elhullasok és humanus okok miatti exterminalasok
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idépontjat, a termékeny allatok szamat, a vemhes ndstények szamat, a toxicitas jeleit mutato allatok szamat, a megfigyelt
toxicitasi tlinetek leirasat, ezen beliil barmely toxikus tiinet megjelenésének idépontjat, valamint ezek idétartamat és si-
lyossagat, a sziilékkel és az utddokkal kapcsolatos megfigyelések tipusait, a korszovettani valtozasok tipusait és az al-
mokra vonatkozo minden idevago adatot.

A szamszer(i eredményeket megfeleld, altalanosan elfogadott statisztikai modszerrel kell kiértékelni; a statisztikai
modszereket a vizsgalat megtervezésének keretében kell kivalasztani, €s meg is kell azt indokolni. Az adatok elemzésé-
hez célszerti lehet dozis-valasz statisztikai modelleket alkalmazni. A jelentésnek elegend6 informaciot kell tartalmaznia
az alkalmazott elemzési modszerrel és szamitogépes programmal kapcsolatban ahhoz, hogy egy fliggetlen birdld vagy
statisztikus ujra tudja értékelni vagy rekonstrudlni tudja az elemzést.

2.2. Az eredmények értékelése

A kétgeneracios reprodukcids toxicitasi vizsgalat eredményeit a megfigyelt hatasok, ezen beliil a boncolasi és mikro-
szkopos eredmények szempontjabodl kell értékelni. Az értékelés soran ki kell térni a vizsgalandd anyag ddzisa és a rend-
ellenességek, ezen beliil a makroszkopos 1€zidk, az azonositott célszervek, a csokkent termékenység, a klinikai rendelle-
nességek, a csokkent reproduktiv teljesitmény vagy alomszam, a testtomeg-valtozasok, a mortalitasra gyakorolt hatasok
¢és egy¢b toxikus hatasok megléte vagy hianya, illetve gyakorisaga és stulyossaga kozotti 6sszefiiggésekre vagy ezek hia-
nyara. A vizsgalati eredmények értékelésekor figyelembe kell venni a vizsgalando6 anyag fizikai-kémiai tulajdonsagait
és az esetlegesen rendelkezésre allo toxikokinetikai adatokat is.

Egy megfelelden elvégzett reprodukciods toxicitasi vizsgalat alapjan kielégitd becslés tehetd a hatdst nem okoz6 szint-
re vonatkozoan, és megismerhetdk a reprodukcidra, ellésre, szoptatdsra, posztnatalis fejlédésre, ezen beliil a ndvekedés-
re és szexualis fejlédésre gyakorolt hatasok.

2.3. Az eredmények értelmezése

A kétgeneraciés reprodukcids toxicitasi vizsgalat informaciokkal szolgal valamely anyagnak a szaporodasi ciklus
Osszes fazisaban torténd, ismételt expozicidja hatasairdl. A vizsgalat kiilondsen a reproduktiv paraméterekkel, valamint
az utoédok fejlédésével, novekedésével, érésével és tulélésével kapcsolatban ad informaciokat. A vizsgalat eredményeit a
szubkronikus, prenatalis fejlédési, toxikokinetikai és egyéb vizsgalatok eredményeivel dsszefiiggésben kell értelmezni.
A vizsgalat eredményeit fel lehet hasznalni annak felmérésére is, hogy sziikség van-e egy vegyiilet tovabbi vizsgalataira.
A vizsgalat eredményeinek emberre torténd extrapolalasa csak korlatozott mértékben érvényes. A vizsgalat leginkabb
arra alkalmazhato, hogy informaciot nyerjiink a hatast nem okozo szintekkel és megengedheté human expozicioval kap-
csolatban (20) (21) (22) (23).

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek a kovetkezd informaciokat kell tartalmaznia:
Vizsgaland6 anyag:

— fizikai jelleg és ahol fontos, fizikai-kémiai tulajdonsagok;

— azonosito adatok;

— tisztasag.

Vivéanyag (ha sziikséges):

— ha a vivéanyag nem viz, akkor ennek indoklésa.

Kisérleti allatok:

— a felhasznalt faj/torzs;

— az allatok szama, életkora és ivara;

szarmazas, tartasi koriillmények, takarmany, fészekrakd anyagok stb.;
az egyes allatok testtomege a vizsgalat kezdetén.

Kisérleti koriilmények:

— a dozisszintek megvalasztasanak indoklasa;

— avizsgalando anyag formulazasaval/ a taplalék elokészitésével, az elért koncentracioval kapcesolatos informaciok;
— a készitmény stabilitdsa és homogenitasa;

— avizsgalando anyag adagoléséra Vonatkozé adatok'

srer

d021sra (mg/testtomeg-kg/nap);
— ataplalék és az ivoviz mindségével kapcsolatos informaciok.



2005/154/11. szam MAGYAR KOZLONY 65

Eredmények:

— taplalékfogyasztasi és — ha van — vizfogyasztasi adatok, taplalékhasznositasi képesség (egy gramm elfogyasztott
taplalékra szamitott testtomeg-novekedés), és vizsgalandd anyag felvétele a P és F1 allatok esetében, kivéve az egyiittes
tartas idoszakat és legalabb a szoptatasi iddszak utolsd harmadat;

— felszivddasi adatok (ha vannak);

— aparoztatasra kivalasztott P és F1 allatok testtomeg-adatai;

— az almok ¢és a kolykok testtomeg-adatai;

— atesttomeg az exterminalaskor, valamint a sziil6i generaci6 abszolut és relativ szervtomeg-adatai;

— aklinikai megfigyelések jellege, sulyossaga és id6tartama (visszafordithatosag);

— avizsgalat soran bekovetkezd elhullas idopontja, illetve hogy az allatok életben maradtak-e az exterminalasig;

— toxikus vélaszadatok ivaronként és dozisonként, ezen belill a parzas, a termékenység, a vemhesség, a sziiletés, az
¢letképesség és a szoptatds mérdszamai; a jelentésben fel kell tiintetni a mérészamok kiszamitasdhoz felhasznalt
adatokat;

— a szaporodasra, az utdédokra, a posztnatalis ndvekedésre stb. gyakorolt toxikus vagy egyéb hatasok;

— boncolési eredmények;

— az 0sszes korszovettani lelet részletes ismertetése;

— a szabalyos ciklust mutatd P és F1 ndstények szama, és a ciklusok iddtartama;
teljes ondosejtszam a mellékhere farki részében, az elérehaladd mozgast végzé ondosejtek szazalékos aranya, mor-
fologiailag normal onddsejtek szazalékos aranya és az azonositott rendellenességet mutatd onddsejtek szazalékos
aranya;

— aparoztatds idétartama, ezen beliil a parzasig eltelt napok szama;

— a vemhesség id6tartama;

a beagyazodasok és sargatestek szama, az almok mérete;
az ¢élvesziiletések szama és a bedgyazddas utani veszteség;

— a makroszkoposan lathaté rendellenességeket mutatod kolykok szama, és ha meghataroztak, akkor a csokott utodok
szamat is fel kell tlintetni a jelentésben;

— a kolykokben meghatarozott fizikai tajékozodasi pontokkal kapcsolatos adatok és mas posztnatalis fejlédési ada-
tok; a kiértékelt fizikai tajékozodasi pontokat meg is kell indokolni;

— adott esetben a kolykokben ¢és felnétt allatokban végzett funkcionalis megfigyelésekkel kapcsolatos adatok;

— adott esetben az eredmények statisztikai elemzése.

Az eredmények diszkusszidja.

Kovetkeztetések, ezen belill az anyai és utédhatasokra vonatkozdo NOAEL-értékek.
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8. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EiiM—KvVM-BM egviittes rendelethez

B.42. BORSZENZIBILIZACIO: LOKALIS NYIROKCSOMO-VIZSGALATI MODSZER

1. MODSZER
Ez a vizsgélati modszer egyenértékii az OECD TG 429 (2002) modszerrel.

1.1. Bevezetés

A lokalis nyirokcsomo-vizsgalati modszer (Local Lymph Node Assay, LLNA) kelloképpen validalt és elfogadott
ahhoz, hogy indokolt legyen i mddszerként valé elfogadasa (1) (2) (3). Ez a masodik olyan modszer, amellyel allatok-
ban vizsgalhato a vegyiiletek borszenzibilizalo potencialja. A masik modszer (B.6.) tengerimalacon végzett vizsgalato-
kat alkalmaz, konkrétabban a tengerimalac-maximizacios modszert és a Biihler-vizsgalatot (4).

Az LLNA alternativ modszert jelent a bérszenzibilizald vegyiiletek meghatarozasara és annak igazolasara, hogy egy
vegyliletnek nincs szignifikdns bdrszenzibilizald potencidlja. Ez nem feltétleniil jelenti azt, hogy minden esetben az
LLNA-t kell alkalmazni a tengerimalac-vizsgalat helyett, hanem inkabb azt, hogy ez a vizsgélati mdodszer éppolyan
hasznos, és olyan alternativaként alkalmazhatd, ahol mind pozitiv, mind negativ eredmény esetén altaldban nincsen
sziikség ezek tovabbi megerdsitésére.

Az LLNA mind a tudomanyos fejlddés, mind pedig az allatok kimélete szempontjabol jar bizonyos eldnyokkel. Ez a
modszer a borszenzibilizacid indukciods fazisat vizsgalja és a dozis-valasz vizsgalatokhoz alkalmazhato kvantitativ
adatokat szolgaltat. Az LLNA validalasara vonatkozé informaciok és az ezzel kapcsolatos munka attekintése az (5) (6)
(7) és (8) hivatkozasban talalhato. Meg kell jegyezni tovabba, hogy azok az enyhén/kdzepesen szenzibilizald anyagok,
amelyeket pozitiv kontrollként ajanlanak a tengerimalac-vizsgalati modszerekhez, az LLNA-nal is alkalmazhatok (6)
8) (9).

Az LLNA in vivo modszer, ennek kovetkeztében nem sziinteti meg az allatok felhasznalasat a kontakt szenzibilizalo
aktivitas vizsgalata soran, de lehet6ve teszi az erre a célra sziikséges allatok szdmanak csokkentését. Az LLNA emellett
lehetéve teszi annak az eljarasnak a jelentds finomitasat, amelynek soran az allatokat a kontakt szenzibilizacids vizsga-
lathoz felhasznaljak. Az LLNA azon immunoldgiai torténések figyelmes vizsgalatan alapul, amelyeket a vegyiilet a
szenzibilizacid indukcids fazisaban stimulal. A tengerimalac-vizsgalattol eltéréen az LLNA-hoz nincs sziikség indukalt



2005/154/11. szam MAGYAR KOZLONY 67

bér-hiperszenzitivitasi reakciok eldidézésére. A tengerimalac-maximizacios vizsgalattal ellentétben nincs sziikség adju-
vans alkalmazasara sem. Az LLNA alkalmazaséaval tehat csdokkenthet6 az allatokat érg stressz mértéke. Az LLNA-nak a
hagyomanyos tengerimalac-vizsgalatokkal szembeni elényei ellenére el kell ismerni, hogy a modszernek vannak olyan
korlatai (pl. hamis negativ eredmények egyes fémeknél vagy hamis pozitiv eredmények bizonyos borirritalé anyagok-
nal) (10), amelyek sziikségessé teszik a hagyomanyos tengerimalac-vizsgalatok alkalmazasat.

Lasd még a Bevezetés B. részét.

1.2. A vizsgalati modszer elve

Az LLNA hatterében az az alapelv all, hogy a szenzibilizal6é anyagok elsddleges limfocita-proliferaciot indukalnak
abban a nyirokcsomoban, amely a vegyszer kijuttatdsanak hely¢€iil szolgal6 teriilet nyirokelvezetésérdl gondoskodik. Ez
a proliferaci6 ardnyos az alkalmazott dozis nagysagaval (valamint az allergén erdsségével), és egyszerli modszert bizto-
sit a szenzibilizacid objektiv és kvantitativ méréséhez. Az LLNA dozis-véalasz sszefiiggésként méri ezt a proliferaciot,
ahol is a vizsgalati csoportokban mért proliferacidt a vivéanyaggal kezelt csoportban mérttel hasonlitjak 6ssze. Megha-
tarozzak a kezelt csoportokban a vivéanyaggal kezelt kontrollcsoportokban mérthez viszonyitott proliferacio aranyat,
mas néven a stimuldcids indexet, amelynek legaldbb hdromnak kell lennie ahhoz, hogy a vizsgaland6 anyagot mint po-
tencialis bérszenzibilizaldt tovabbi vizsgalatoknak vessék ala. Az itt ismertetett modszerek alapjat a sejtproliferacié ra-
dioaktiv jeldléssel torténd mérése képezi. Azonban mas végpontok is alkalmazhatok a proliferaci6 vizsgélatara, feltéve,
hogy azt megfelelden megindokoljuk és tudomanyosan is alatdmasztjuk, ezen beliil teljeskoriien megadjuk a hivatkoza-
sokat és a mddszer leirasat is.

1.3. A vizsgdlati modszer ismertetése

1.3.1. Készitmények

1.3.1.1. Az allatok tartasanak és etetésének koriilményei

Az allatokat egyedileg kell tartani. A kisérleti helyiség hdmérsékletének 22 °C (+ 3 °C)-nak kell lennie. Bér a helyiség
relativ paratartalmanak legalabb 30%-nak kell lennie, illetve a takaritds id6tartamatol eltekintve lehetéleg ne haladja
meg a 70%-ot, a célértéknek 50 és 60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mesterséges; 12 6ras vilagos és 12 6ras sotét
periodusok valtsak egymast. Az etetéshez standard laboratoriumi takarmany alkalmazhato, korlatlan mennyiségti ivoviz
biztositasa mellett.

1.3.1.2. Az éllatok elékészitése

Az allatokat véletlenszertien kell kivalasztani, majd egyedi azonositdval kell ellatni (de nem valamilyen fiiljelzdvel),
és a kezelés megkezdése eldtt legalabb 5 napig a ketreciikben kell tartani 6ket, hogy hozzaszokhassanak a laboratoriumi
koriilményekhez. A kezelés megkezdése el6tt minden allatot meg kell vizsgalni, és ellendrizni kell, hogy nincsenek-e
rajtuk lathaté borsériilések.

1.3.2. Kisérleti koriilmények

1.3.2.1. Kisérleti allatok

Ehhez a vizsgalathoz egeret kell hasznalni. Fiatal, felnott, a CBA/Ca vagy a CBA/J torzsbol szarmazo ndstény egere-
ket kell hasznalni, amelyek még egyszer sem ellettek és nem is vemhesek. A vizsgalat kezdetén az allatoknak 8—12 hetes-
nek kell lenniiik, minimalis testtdmegbeli eltéréssel, amely nem haladhatja meg a testtomeg-atlag 20%-at. Ha elegendd
adat all rendelkezésre arra nézve, hogy nincsenek szignifikans torzs- és/vagy ivarspecifikus kiilonbségek az LLNA-va-
lasz tekintetében, mas torzsek, illetve him allatok is alkalmazhatok.

1.3.2.2. A megbizhatosag ellendrzése

A vizsgalat megfeleld modon torténd elvégzésének igazolasara, illetve a laboratorium ez iranyu kompetenciajanak de-
monstralasara pozitiv kontrollokat kell alkalmazni. A pozitiv kontrollnak pozitiv LLNA-valaszt kell kivaltania egy
olyan expozicids szint mellett, amelynél a negativ kontrollhoz viszonyitva varhatéan 3-nal magasabb stimulacios index
(SI) érhetd el. A pozitiv kontrollddzist ugy kell megvalasztani, hogy az indukcié egyértelmii legyen, de ne eltilzott. Erre
a célra eldnyds anyagok a hexil-cinnamaldehid (CAS-szam: 101-86—0, EINECS-szam: 202-983-3) és a merkaptoben-
zotiazol (CAS-szam: 149-30—4, EINECS-szam: 205-736-8). Olyan koriilmények is lehetségesek, amikor a fenti krité-
riumoknak megfeleld mas kontrollanyag is alkalmazhatd, feltéve, hogy azt megfeleléen megindokoljak. Mig rendes ko-
rilmények kozott minden egyes vizsgalathoz sziikség lehet egy pozitiv kontrollcsoportra, esetenként a vizsgald labora-
toriumoknak elegendé korabbi pozitiv kontrolladat all rendelkezésére ahhoz, hogy egy hat honapos vagy még hosszabb
idészakra vonatkozdan be tudjak mutatni a megfeleld valaszreakcid kovetkezetes megjelenését. Ilyen esetekben ritkab-
ban, de legalabb 6 havonta lehet sziikség pozitiv kontrollok alkalmazisara. Bar a pozitiv kontrollanyagot olyan
vivéanyagban kell vizsgalni, amelyrdl ismeretes, hogy kdvetkezetes valaszt idéz eld (pl. aceton-olivaolaj elegy), el6-
fordulhat, hogy hatosagi eldirdsok miatt egy nem standard vivéanyagot is alkalmazni kell (amelynek Osszetétele
klinikai/kémiai szempontbdl fontos). Ilyen esetekben a pozitiv kontroll- és e nem konvencionalis vivéanyag kdzotti le-
hetséges kdlcsonhatast is meg kell vizsgalni.
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1.3.2.3. Az allatok szama, a dozisszintek ¢s a vivoanyag megvalasztasa

Minden déziscsoportban legalabb négy allatot kell alkalmazni, és a vizsgalandé anyagbdl legalabb harom kiilonbozd
koncentraciot, tovabba egy negativ kontrollcsoportot, amelyet csak a vizsgaland6 anyaghoz hasznalt vivéanyaggal ke-
zelnek, valamint adott esetben egy pozitiv kontrollt is. Azokban az esetekben, amikor egyedileg kell gytijteni az allatok
adatait, doziscsoportonként legalabb 6t llatot kell alkalmazni. Attol eltekintve, hogy vizsgdlandé anyagot nem kapnak
az allatok, a kontrollcsoportokban 1év6 allatokat ugyanugy kell kezelni, mint a kezelt csoportokban 1évoket.

A dozisokat és a vivoanyagot az (1) hivatkozasban talalhatd ajanlasok alapjan kell megvalasztani. A dozisokat a
100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% stb. koncentracidsorozatbol kell kivalasztani. A harom egymas utani kon-
centracid megvalasztasakor figyelembe kell venni az esetlegesen rendelkezésre alld akut toxicitasi és borirritacios adato-
kat is, hogy a legmagasabb koncentracido maximalis expozicidt okozzon, de ne jelentkezzen szisztémas toxicitas vagy
tulzott mértékii lokalis borirritacio (2) (11).

A vivéanyagot aszerint kell kivalasztani, hogy maximalis legyen a vizsgaland6 anyag koncentracioja és oldhatosaga,
mikozben a vizsgdlandé anyag alkalmazasdhoz megfeleld oldat/szuszpenzié alljon rendelkezésre. Az ajanlott vivéanya-
gok a preferencia sorrendjében a kovetkezdok: aceton/olivaolaj (4:1 térfogatarany), dimetilformamid, metil-etil-keton,
propilén-glikol és dimetil-szulfoxid (2) (10), de megfeleld tudomanyos indoklas esetén mas vivéanyagok is alkalmazha-
tok. Bizonyos esetekben sziikség lehet arra, hogy tovabbi kontrollként egy klinikai szempontbdl 1ényeges vivoanyagot
haszndljanak, vagy azt a kereskedelmi formulat, amelyben a vizsgalandé anyagot forgalomba hozzak. Kiilondsen vi-
gyazni kell arra, hogy a hidrofil anyagokat olyan vivoanyagrendszerbe épitsék be, amely nedvesiti a bort és nem fut le
azonnal. Kertilni kell tehat a teljesen vizes vivoanyagokat.

1.3.3. Vizsgalati eljaras

1.3.3.1. A kisérleti program

A vizsgalathoz az alabbi kisérleti programot kell alkalmazni:

— 1. nap:

Hatarozzuk meg és jegyezziik fel minden egyes allat testtomegét. Vigyiink fel 25 pl térfogati megfeleld higitasa vizs-
galando6 anyagot, valamint a vivoanyagot onmagaban vagy (adott esetben) pozitiv kontrollt a fiilek dorzalis oldalara.

— 2.¢és 3. nap:

Ismételjiikk meg az 1. napon elvégzett felviteli eljarast.

— 4. és 5. nap:

Nincs kezelés.

— 6. nap:

Mérjiik meg és jegyezziik fel az allatok testtdmegét. Injekciozzunk 250 pl, 20 pCi (7,4 e + 8 Bq) *H-metil-timidint tartal-
mazo6 sos foszfatpuffert (PBS) a kezelt és kontrollegerek farokvénajaba. Hasznalhatunk ehelyett 250 ul,2 uCi(7,4e+7Bq)
"*I-jéddezoxiuridint és 10~ M fluordezoxiuridint tartalmazo PBS-t is, szintén az egerek farokvénajaba injektalva.

Ot 6raval késébb exterminaljuk az allatokat. Mindegyik kisérleti csoportban az allatok fiilébdl vagjuk ki a kezelt terii-
let nyirokelvezetésérdl gondoskodo fiili nyirokcsomodkat és tegyiik be azokat kisérleti csoportonként egy PBS-t tartalma-
706 edénybe (0sszevont kezelési csoporton alapuld megkdzelités). Mas esetben 1igy is eljarhatunk, hogy csak az egyes al-
latokbol kivagott nyirokcsomo-parokat tessziik egy-egy PBS-t tartalmazo edénybe (egyedi megkozelités). A nyirokcso-
mok meghatarozasanak és kipreparaldsanak részleteit €s az ehhez kapcsolodo diagrammokat a (10) hivatkozas 1. mellék-
letében talalhatjuk meg.

1.3.3.2. A sejtszuszpenziok elkészitése

Az 6sszevont kezelési csoportokbol szdrmazo vagy az egyes allatokbol két oldalrol vett nyirokcsomasejtekbdl (LNC)
allo egysejt-szuszpenzidkat kell eléallitani 200 pm-es lyukméretii, rozsdamentes acélbdl késziilt fémhalon keresztiil tor-
ténd ovatos mechanikai dezintegraldssal. A nyirokcsomosejteket nagy feleslegben 1évé PBS-sel kétszer at kell mosni,
majd 4 °C-on 18 6ran at, 5%-os triklorecetsavval (TCA) precipitalni (2). A pelleteket vagy 1 ml TCA-ban jra kell szusz-
pendélni és 10 ml szcintillaciés folyadékot tartalmazo szcintillacios fioldkba (*H-szamlélds) attenni, vagy kozvetleniil
gammaszamlalé csdvekbe (‘*I-szamlalas) kell atrakni.

1.3.3.3. A sejtproliferacio meghatarozasa (beépiilt radioaktivitas)

A “H-metil-timidin beépiilését B-szcintillacios szamlalassal mérik, percenkénti bomlds (DPM) egységekben.
A 'PI-jéddezoxiuridin beépiilését '*’I-szdmlalassal mérik, és ugyancsak DPM-ben fejezik ki. Az alkalmazott megkozeli-
téstol fliggden a beépiilést DPM/kezelési csoport (6sszevont megkdzelités) vagy DPM/allat (egyedi megkozelités) egy-
ségben fejezik ki.

1.3.3.4. Megfigyelések

1.3.3.4.1. Klinikai megfigyelések

Naponta egyszer gondosan meg kell vizsgalni az allatokban az alkalmazas helyén kialakuld lokalis irritacid vagy
szisztémas toxicitas esetleges klinikai tiineteit. Minden megfigyelést szisztematikusan fel kell jegyezni, minden egyes
allat esetében egyedi adatsor felvételével.
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1.3.3.4.2. Testtomeg

Ahogyan az az 1.3.3.1. szakaszban szerepel, az egyes allatok testtomegét a vizsgalat kezdetén, illetve az exterminalas
tervezett idépontjaban kell megmérni.

1.3.4. Az eredmények kiszamitasa

Az eredményeket a stimulacios indexben (SI) fejezik ki. Az 6sszevont megkozelités alkalmazasa esetén az SI-t ugy
kapjak meg, hogy az egyes kezelési csoportokra esé Osszevont radioaktiv beépiilést elosztjak a vivéanyaggal kezelt
kontrollcsoportra jutd dsszevont beépiiléssel. Ennek eredményeként egy atlagos SI-érték kapnak. Az egyedi megkozeli-
tés alkalmazasa esetén az SI-t igy kapjak meg, hogy minden egyes kezelt csoport és a pozitiv kontrollcsoport atlagos
DPMy/allat-értékét elosztjak az oldoszerrel/vivéanyaggal kezelt kontrollcsoport atlagos DPM/allat értékével. A vivo-
anyaggal kezelt kontrollcsoportok atlagos SI-értéke tehat 1.

Ha az SI szamitasara az egyedi megkozelitést alkalmaznak, akkor statisztikai elemzések is végezhetdk az adatokon. A
megfeleld statisztikai elemzési modszer kivalasztasakor a vizsgalonak figyelemmel kell lennie a lehetséges varian-
cia-egyenldtlenségekre és mas kapcsolodo problémakra, ami miatt adat-transzforméciora vagy nem paraméteres statisz-
tikai elemzésre lehet sziikség. Az adatok értelmezéséhez adekvat megkozelités, ha a kezelt és vivoanyaggal kezelt kont-
rollallatok minden egyes adatat kiilon értékelik ki, majd ezekbdl a konfidenciahatarok figyelembevételével levezetik a
legjobban illeszkedd dozis-valasz gorbét (8) (12) (13). A vizsgaldnak azonban fel kell késziilnie arra, hogy egy adott cso-
portban egy-egy allat valasza »kiloghat a sorbol«, ami miatt mas modon (pl. atlag helyett median alkalmazasaval) kell a
valaszt mérni, vagy ki kell zarni a kilogd adatokat az elemzésbdl.

A valaszt akkor lehet pozitivként értékelni, ha —a dézis-valasz Gsszefliggést és adott esetben a statisztikai szignifikan-
ciat is figyelembe véve — a stimulacios index I3 (3) (6) (8) (12) (14).

Ha a kapott eredmények tisztazast igényelnek, figyelembe kell venni a vizsgaland6 anyag kiilonféle tulajdonsagait, és
ezen beliil azt is, hogy mutat-e szerkezeti rokonsagot ismert bérszenzibilizald anyagokkal, okoz-e erételjes borirritaciot,
illetve hogy milyen a megfigyelt dozis-valasz dsszefiiggés. Ezek, illetve a tovabbi megfontolasok részletesebb targyala-
sat lasd a (7) hivatkozasban.

2. ADATOK

Az adatokat tablazatos formaban kell 6sszefoglalni, amely minden doziscsoportra (ezen beliil a vivoanyaggal kezelt
kontrollcsoportra vonatkozodan is) mutatja az atlagos és egyedi DPM-értékeket és stimulacios indexeket.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek a kovetkez6 informaciokat kell tartalmaznia:

Vizsgaland6 anyag:

— azonosito adatok (pl. adott esetben a CAS-szam; tovabba eredet; tisztasag; ismert szennyezok; tételszam);
— fizikai megjelenés és fizikai-kémiai tulajdonsagok (pl. illékonysag, oldhatosag, stabilitas);
— elegy esetén annak Osszetétele és az egyes komponensek egymashoz viszonyitott aranya.
Vivbanyag:

— azonositd adatok [tisztasag; (adott esetben) koncentracid; alkalmazott térfogat]

— avivOanyag megvalasztasanak indoklésa.

Kisérleti allatok:

— a felhasznalt egértorzs;

— az allatok mikrobioldgiai statusa, feltéve, hogy ismert;

az allatok szdrmazasa, tartasanak kortilményei, takarmanya stb.;

az allatok szama, életkora és ivara;
kisérleti korilmények:
— avizsgalandd anyagbdl eldallitott készitménnyel és annak alkalmazasaval kapcsolatos adatok;

— a dozisszintek megvalasztasanak indoklasa, ezen beliil adott esetben a tartomanybehatarold vizsgalatok eredmé-
nyei; a vivoanyag és a vizsgalando6 anyag alkalmazott koncentracidja és az anyag teljes alkalmazott mennyisége;

— ataplalék és a viz mindsége (ezen beliil a takarmany tipusa/forrasa, a viz forrasa).
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A megbizhatosag ellendrzése:

— alegutobbi megbizhatdsagi ellenérzés eredményeinek 0sszefoglalasa az alkalmazott anyag, koncentracid és vivo-
anyag adataival egylitt;

— avizsgalo laboratdrium parhuzamos és/vagy korabbi pozitiv és negativ kontrolladatai.

Eredmények:

— az egyes allatok testtomege a kezelés kezdetén és az exterminalés tervezett idopontjaban;

— az atlagos (6sszevont megkozelités) és egyedi (allatonkénti megkozelités) DPM-értékek tablazata, illetve az egyes
megkdzelitéseknél kapott értéktartomanyok és az egyes doziscsoportok (ezen beliil a vivéanyaggal kezelt kontrollcso-
port) stimulacids indexei;

— adott esetben statisztikai elemzés;

— atoxicitasi tlinetek, ezen beliil az alkalmazas helyén esetleg kialakul6 bérirritdcié megjelenésének idépontja és id6-
beli alakulasa minden egyes allatra vonatkozoan.

Az eredmények diszkusszidja:

— Egy rovid kommentar az eredményekhez, a dozis-valasz elemzéshez és adott esetben a statisztikai elemzésekhez, a
kovetkeztetés levonasaval, amely szerint a vizsgalandd anyagot bdrszenzibilizadlonak kell-e tekinteni vagy sem.
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B.43. NEUROTOXICITASI VIZSGALAT RAGCSALOKBAN

1. MODSZER

Ez a mddszer egyenértékii az OECD TG 424 (1997) modszerrel.

Ennek a vizsgalati modszernek az a célja, hogy megkapjuk egy vegyiilet felnétt allatokra gyakorolt neurotoxicitasi
potencialjanak igazoldsdhoz vagy tovabbi jellemzés¢hez sziikséges informdaciokat. A vizsgalat végezhetd mas, az
ismételt dozisu toxicitasi vizsgalatokhoz alkalmazott ismert vizsgélati modszerekkel egylitt vagy 6nallo vizsgalatként is.
Az e modszeren alapul6 vizsgalatok megtervezésekor ajanlatos az OECD Neurotoxicitasi Vizsgalati Stratégiak és Mod-
szerek Utmutatojat (1) is igénybe venni. Ez kiilondsen akkor fontos, ha fontolora vessziik a megfigyelések és vizsgalati
eljarasok modositasat az e modszer rutinalkalmazasahoz ajanlottakhoz képest. Az utmutatd azzal a céllal késziilt, hogy
eldsegitse a konkrét feltételek esetén alkalmazando6 egyéb vizsgalati eljarasok kivalasztasat. Eza modszer nem terjed kia
fejlédési neurotoxicitas tanulmanyozasara.

1.1. Bevezetés

A vegyliletek toxikus jellemz6inek vizsgalatakor és értékelésekor fontos figyelembe venni a neurotoxikus hatasok le-
hetdségét. Mar az ismételt dozisu szisztémas toxicitasi vizsgalati modszer is magaban foglal olyan megfigyeléseket,
amellyel a neurotoxicitas lehetdségét sziirik. Ez a vizsgalati modszer felhasznalhato olyan vizsgalatok tervezésére, ame-
lyekkel tovabbi informaciok szerezhetdk az ismételt dozist szisztémas toxicitasi vizsgalatokban megfigyelt neurotoxi-
kus hatasokkal kapcsolatban, vagy megerdsithetik azokat. Azonban bizonyos vegyiiletcsoportok potencialis neurotoxi-
citdsdnak mérlegelése azt sugallhatja, hogy e mddszer alkalmasabb lehet ezek vizsgalatara anélkiil, hogy ismételt dozisu
szisztemas toxicitasi vizsgalatok az adott anyag potencidlis neurotoxicitasat elére jeleznék. Ilyen megfontolasok példaul
a kovetkezok:

— neuroldgiai tiinetek vagy neuropatholdgiai 1€zidk észlelése az ismételt dozist szisztémads toxicitasi vizsgalatoktol
eltérd toxicitasi vizsgalatokban, vagy

— szerkezeti Osszefliggések vagy mas informaciok, amelyek kapcsolatba hozzék az anyagot ismert neurotoxikus
anyagokkal.

Eléfordulhatnak tovabba mas olyan esetek is, amikor ezt a mddszert érdemes alkalmazni. A tovabbi részleteket ldsd az
(1) hivatkozésban.

E modszert ugy dolgoztak ki, hogy annak megfeleld kiigazitasaval egy vegyiilet egyedi kdrszovettani €s viselkedési
neurotoxicitdsdnak igazoldsdra vonatkozo sajatos elvarasoknak is megfeleljen, €s tegye lehetdvé a neurotoxikus vala-
szok jellemzését és szamszeriisitését.

A neurotoxicitast korabban azonosnak tekintették az idegbantalmakkal (neuropatia), beleértve az idegkortani bantal-
makat vagy idegmiikddési zavarokat, igy példaul rohamokat, bénulast vagy remegést. Bar az idegbantalmak a neurotoxi-
citas fontos megnyilvanulasi formait jelentik, ma mar vilagos, hogy az idegrendszeri toxicitasnak szamos olyan jele van
(pl. a mozgaskoordinaci6 csokkenése, érzékelési zavarok, tanulasi és memoriazavarok), amelyek neuropatias vagy mas
tipusu vizsgalatokban esetleg nem jelennek meg.

E neurotoxicitasi vizsgalati modszert ugy alakitottak ki, hogy alkalmas legyen a jelentdsebb viselkedés-neurologiai és
idegkortani hatasok felnétt ragesalokban torténd kimutatasara. Bar a viselkedésbeli hatasok még morfoldgiai valtozasok
hianyaban is tiikkrozhetik az é16 szervezetekre gyakorolt karos hatdsokat, nem minden viselkedésbeli valtozas specifikus
az idegrendszerre. gy tehat minden megfigyelt véaltozast az ezzel 6sszefiiggd korszdvettani, hematologiai vagy bio-
kémiai adatokkal, valamint egyéb tipusu szisztémas toxicitasra vonatkozé adatokkal dsszefliggésben kell értékelni. Az
e modszerrel végzett és a neurotoxikus valaszok jellemzését, valamint szamszerisitését célzo vizsgalat specifikus kor-
szovettani és viselkedésvizsgalati eljarasokat is magaban foglal, amelyek tovabbi elektrofiziologiai és/vagy biokémiai
vizsgalatokkal is alatimaszthatok (1) (2) (3) (4).

A neurotoxikus anyagok egy sor célpontra hathatnak az idegrendszeren beliil, és hatasmechanizmusuk is igen sokféle
lehet. Mivel nem létezik egyetlen olyan vizsgalatsorozat sem, amelynek segitségével az Osszes anyag esetében meg-
hatarozhat6 lenne a neurotoxikus potencial, sziikség lehet mas, a megfigyelt vagy vart neurotoxicitas tipusara specifikus
in vivo vagy in vitro vizsgalatokra is.

Ez a vizsgalati modszer arra is felhasznalhatd, hogy az OECD Neurotoxicitasi Vizsgalati Stratégiak és Mddszerek
Utmutatéjaban (1) megfogalmazott iranymutatassal 5sszefiiggésben olyan vizsgélatokat is lehessen altala tervezni, ame-
lyek célja, hogy altaluk tovabb lehessen jellemezni vagy ndvelni a dozis-valasz dsszefliggés szamszerii meghatarozasa-
nak érzékenységét annak érdekében, hogy jobban meg lehessen becsiilni a nem észlelhetd karos hatas szintjét, vagy iga-
zolhato legyen a vegyiilet ismert vagy feltételezett veszélyessége. Olyan vizsgalatok is tervezhetok példaul, amelyek se-
gitségével meghatarozhato(k) vagy értékelhetd(k) a neurotoxicitasi mechanizmus(ok), vagy kiegészithetdk a rendelke-
zésre allo, alap viselkedés-neuroldgiai €s neuropathologiai megfigyelési eljarasok alkalmazasaval kapott adatok. Az
ilyen vizsgalatok esetében nem sziikséges olyan adatok gytijtését megismételni, amelyeket az e modszernél ajanlott stan-
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dard eljarasok alkalmazasaval kapnanak meg, ha az ilyen adatok mar rendelkezésre allnak, és azokat nem tartjak sziiksé-
gesnek a vizsgalat eredményeinek értelmezéséhez.

Ez a neurotoxicitasi vizsgalat — akar 6nalldan, akar mas vizsgalatokhoz kapcsolodva végzik — olyan informéciokat
szolgaltat, amelyek:

— meghatdrozhatjak, hogy a vizsgalando6 vegyiilet tartds vagy visszafordithatd hatasokat gyakorolt-e az idegrendszerre;

— hozzéjarulhatnak a kémiai vegyiilettel torténd expozicidval jaro idegrendszeri elvaltozasok jellemzéséhez, illetve
az ezek hatterében all6 mechanizmusok megismeréséhez;

— meghatarozhatjak a dozis- és ido-valasz Osszefiiggéseket a nem észlelhetd karos hatas szint becsléséhez (amelyet a
vegyiilet biztonsagi kritériumainak megallapitasahoz lehet felhasznalni).

Ennél a vizsgalati modszernél a vizsgalando anyagot oralisan adagoljak. Mas (pl. a dermalis vagy inhalalasos) beadasi
modok esetenként megfelelobbek lehetnek, amelyek hasznalata esetén sziikség lehet a javasolt eljarasok modositasara
is. A beadasi mod kivalasztasaval kapcsolatos megfontolasok a human expozicios profiltol és a rendelkezésre allo toxi-
kologiai és kinetikai adatoktol fliggenek.

1.2. Fogalommeghatarozdisok

»Kdros hatas«.: anormalhoz viszonyitott barmilyen, a kezelés okozta elvaltozas, amely csokkenti az €16 szervezet tul-
¢lésre, szaporodasra vagy kornyezethez vald alkalmazkodasra valo képességét.

»Dozis«: a vizsgalandd anyag beadott mennyisége. A dozist tdmegegységben (g, mg), vagy a vizsgalando anyag to-
megének és a vizsgalt allat tomegegységének hanyadosaban (pl. mg/kg), vagy a taplalékban 1évé allandd koncentracio-
ban (ppm) fejezik ki.

»Adagolas«: altalanos meghatarozas, amely a dozist, valamint az adagolas gyakorisagat és idotartamat foglalja maga-
ban.

»Neurotoxicitas«: az idegrendszer szerkezetét vagy mitkodését érint6 karos elvaltozas, amelyet egy kémiai, biologiai
vagy fizikai dgens jelentette expozicid idéz eld.

»Neurotoxikus anyag«: barmilyen kémiai, biologiai vagy fizikai agens, amely neurotoxicitast tud okozni.

»NOAEL«.: anem észlelhetd karos hatas szintjének (no-observed-adverse effect level) roviditése, amely azt a legma-
gasabb dozisszintet jeldli, amelynél nem figyelhet6k meg kezeléssel 0sszefiiggd karos hatasok.

1.3. A vizsgalati modszer elve

A vizsgalando vegyiiletet egy dozistartomanyon beliil tobb dozisban adagoljak oralisan laboratoriumi ragesalok tobb
csoportjanak. Altalaban ismételt dozisokat kell alkalmazni, és az adagolasi rend lehet 28 napos, szubkronikus (90 napos)
vagy kronikus (1 éves vagy annal hosszabb). Az ebben a vizsgalati modszerben leirt eljarasok akut neurotoxicitasi vizs-
galatokhoz is felhasznalhatok. Az allatokat olyan modon vizsgaljak, hogy lehetdség legyen a viselkedési és/vagy neuro-
logiai rendellenességek észlelésére vagy jellemzésére. Minden megfigyelési id6északban egy sor olyan viselkedést vizs-
galnak meg, amelyre hatassal lehetnek a neurotoxikus anyagok. A vizsgalat végén az 6sszes csoportbol és mindkét nem-
bl kivalasztanak néhany allatot, amelyeknél in situ perfuzidt végeznek, és amelyekbdl agyi, gerincveldi és periférias
idegi metszeteket készitenek és vizsgalnak meg.

Ha a vizsgalatot a neurotoxikus hatasok megallapitasat vagy jellemzését célzo 6nallo vizsgalatként végzik, a csopor-
tokba tartozo, perfiziora és ezt kovetd korszovettani vizsgalatokra (lasd 1. tablazat) fel nem hasznalt allatokat olyan spe-
cifikus viselkedés-neurologiai, neuropathologiai, neurokémiai vagy elektrofiziologiai eljarasokhoz lehet felhasznalni,
amelyek kiegészithetik az e mddszer szerint sziikséges standard vizsgalatokkal kapott adatokat (1). E kiegészit6 eljara-
sok kiilondsen akkor lehetnek hasznosak, ha empirikus megfigyelések vagy varhato hatasok a vegyiilet specifikus tipust
vagy specifikus célteriiletre iranyuld neurotoxicitasat jelzik. Mas esetben a fennmarado allatok egyéb értékelések, igy
példaul a ragesalokban végzett ismételt dozisu toxicitasi vizsgalati modszerekben eldirtak céljara alkalmazhatok.

Ha e vizsgalati modszer eljarasait mas vizsgalati modszerek eljarasaival kombinaljak, kelld szamu allatra van sziikség
ahhoz, hogy mindkét vizsgalat megfigyelési igényei kielégithetdk legyenek.

1.4. A vizsgdlati modszer ismertetése

1.4.1. Az allatfaj kivalasztasa

A preferalt ragesalofaj a patkany, bar megfeleld indoklas esetén més ragesalofajok is alkalmazhatok. Altalanosan
hasznalt laboratoriumi térzsekbdl szarmazo egészséges, fiatal felndtt allatokat kell alkalmazni. Olyan ndstényeket kell
valasztani, amelyek még egyszer sem ellettek és nem vemhesek. Az adagolast altalaban az elvalasztas utan a lehetd leg-
hamarabb meg kell kezdeni, lehetéleg még az allatok hathetes koraig, de mindenképpen az elétt, hogy elérnék a kilenc-
hetes kort. Azonban ha a vizsgalatot mas vizsgalatokkal kombinaljak, a korra vonatkozo kovetelményeket esetleg ennek
megfeleldn modositani kell. A vizsgalat kezdetén az alkalmazott allatok kdzotti testtomeg-eltérés nem haladhatja meg az
egyes ivarok atlaganak + 20%-at. Ha egy hosszu tava vizsgalat el6tt eldzetes vizsgalatként rovid id6tartamu ismételt do-
zisu vizsgalatot végeznek, mindkét vizsgalatban azonos tdrzsbdl és forrasbol szarmazé allatokat kell hasznalni.
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1.4.2. Az allatok tartasanak és etetésének koriilményei

A kisérleti helyiség homérsékletének 22 °C (+ 3 °C)-nak kell lennie. Bar a helyiség relativ paratartalmanak legalabb
30%-nak kell lennie, illetve a takaritas idotartamatol eltekintve lehet6leg ne haladja meg a 70%-ot, a javasolt atlagérték-
nek 50 és 60% kozott kell lennie. A vilagitas legyen mesterséges; 12 6ras vilagos és 12 doras sotét periddusok valtsak egy-
mast. Minimalisra kell csokkenteni az idészakosan jelentkezd erds zajokat. Az etetéshez standard laboratoriumi takar-
many alkalmazhatd, korlatlan mennyiségili ivoviz biztositdsa mellett. A takarmany megvalasztasat az is befolyasolhatja,
hogy ha a vizsgaland6 anyagot taplalé¢kkal adjak be, akkor az megfeleléen keveredjen el az ¢lelemmel. Az allatokat tart-
hatjuk egyedileg vagy azonos ivart egyedekbdl 4llo kisebb csoportokban is.

1.4.3. Az allatok elokészitése

Az egészséges fiatal allatokat véletlenszertien kell beosztani a kezelt és kontrollcsoportokba. A ketreceket tigy kell el-
rendezni, hogy minimalisra lehessen csokkenteni a ketrec elhelyezésének lehetséges hatasait. Az allatokat egyedi azono-
sitoval kell ellatni, és a vizsgalat megkezdése eldtt legalabb 6t (5) napig a ketreciikben kell 6ket tartani, hogy hozzaszok-
hassanak a laboratoriumi koriilményekhez.

1.4.4. A beadasi mod és a dozisok eldkészitése

Ez a vizsgalati moédszer konkrétan eldirja a vizsgalando anyag oralis alkalmazasat, amely torténhet szondan keresztiil,
taplalék vagy ivoviz Gitjan vagy kapszulak beadasaval. Mas beadasi modok (pl. dermalis vagy inhalalasos) is hasznalha-
tok, de emiatt esetleg modositani kell az ajanlott eljarasokat. A beadasi mod megvalasztasa fligg a human expozicios pro-
filtol és a rendelkezésre allo toxikologiai vagy kinetikai informacioktol. A beadasi mod megvalasztasat meg kell indo-
kolni, tovabba meg kell jel6lni az ebben a vizsgalati modszerben eldirt eljarasok emiatt sziikségessé valt modositasait is.

Ha sziikséges, a vizsgalandd anyagot megfelel6 vivoanyagban fel lehet oldani vagy szuszpendalni. Elsdsorban vizes
oldatot/szuszpenziét ajanlatos alkalmazni, masodsorban olajos (pl. kukoricacsira-olajban elkészitett) oldatot vagy
szuszpenziot, és csak harmadsorban mas vivoanyagokban elkészitett oldatot vagy szuszpenzidt. Ismerni kell a vivo-
anyag toxikus jellemzdéit. Emellett a vivoanyag kdvetkezd jellemzdit kell figyelembe venni: a vizsgalandé anyag felszi-
vodasara, eloszlasara, metabolizmuséra és visszatartasara gyakorolt hatdsok; a vizsgaland6 anyag kémiai tulajdonsagai-
ra gyakorolt hatdsok, amelyek modosithatjak annak toxikus jellemzdit; valamint az allatok taplalék- és vizfogyasztasara
vagy taplaltsagi allapotara gyakorolt hatasok.

1.5. Eljarasok

1.5.1. Az éllatok szdma és ivara

Ha a vizsgélatot 6nall6 vizsgalatként végzik, legalabb 20 allatot (10 ndstényt és 10 himet) kell alkalmazni minden
egyes dozis- és kontrollcsoportban a részletes klinikai és funkciondlis megfigyelések értékeléséhez. A 10 him és 10 n6s-
tény koziil a vizsgalat végén legalabb 6t himet és 6t ndstényt kell kivalasztani az in situ perfuzidhoz és a részletes
ideg-korszovettani vizsgalatokhoz. Ha az adott doziscsoportban csak korlatozott szamu allatnal lehet megfigyelni neuro-
toxikus hatdsokat, fontolora kell venni ezeknek az allatoknak is a perfiiziora kijeldltek kozeé valo felvételét. Ha a vizsga-
latot egy ismételt dozisu toxicitasi vizsgalattal egybekotve végzik, kelld szdmu allatot kell felhasznalni ahhoz, hogy
mindkét vizsgalat célkitlizéseit meg tudjak valdsitani. A vizsgélatok kiilonbozé kombinacidi esetén sziikséges minimalis
csoportméreteket az 1. tdblazat tartalmazza. Ha id6kozi extermindciokat vagy a toxikus hatdsok visszafordithatosaga-
nak, tartossaganak vagy kezelés utani késleltetett megjelenésének megfigyelésére gydgyulasi csoportokat vagy kiegé-
szité megfigyeléseket is terveznek, a kisérleti allatok szdmat ugy kell ndvelni, hogy elegendd szdmu allatot biztosithas-
sanak a megfigyelésekhez és korszovettani vizsgalatokhoz.

1.5.2. A kezelt és kontrollcsoportok

Altalaban legalabb harom déziscsoportot és egy kontrollcsoportot kell alkalmazni, de ha méas adatok attekintése alap-
jan 1000 mg/testtomeg-kg/map ismételt dozis alkalmazasakor sem varhatok hatasok, akkor lehet hatarérték-vizsgalatot is
végezni. Ha nincs megfeleld adat erre nézve, akkor tartomanybehatarold vizsgélat is végezhetd az alkalmazand6 dozisok
meghatarozasanak eldsegitésére. Attdl eltekintve, hogy a vizsgalandé anyagot nem alkalmazzak, a kontrollcsoportokban
1év6 allatokat ugyantigy kell kezelni, mint a kezelt csoportokban 1évoket. Ha a vizsgaland6 anyag beadasahoz vivdanya-
got alkalmaznak, a kontrollcsoportnak a legnagyobb alkalmazott térfogatban kell beadni a vivéanyagot.

1.5.3. A megbizhatdsag ellendrzése

A vizsgalatot végzd laboratoriumnak adatokkal kell igazolnia, hogy el tudja végezni a vizsgalatot, illetve hogy az al-
kalmazott eljarasok megfeleld érzékenységiiek. Az ilyen adatoknak bizonyitékkal kell szolgalniuk a megfigyelésre java-
solt kiilonféle végpontok, igy példaul az autoném tiinetek, a szenzoros reaktivitas, a végtagok fogoereje, valamint a mo-
toros aktivitas valtozasainak detektalasara és adott esetben szamszeriisitésére vald képességet. A kiillonbozo tipusu neu-
rotoxicitas valaszokat kivaltod és pozitiv kontrollként alkalmazhat6 vegyiiletekkel kapcsolatos informaciok a (2) és a (9)
hivatkozasban talalhatok. Ha a kisérleti eljarasok 1ényeges vonasai nem valtoznak, akkor korabbi adatok is felhasznalha-
tok. Javasolt a korabbi adatok idészakos felfrissitése. Az eljarasok érzékenységének fennmaradasat igazold uj adatokra
akkor van sziikség, ha a vizsgalat vagy az eljarasok valamely lényegi elemét a vizsgalatot végz0 laboratérium megval-
toztatta.
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1.5.4. A doézisok kivalasztasa

A dézisszinteket a vizsgalando vegylilettel vagy rokon anyagokkal kapcsolatban esetlegesen rendelkezésre allo ko-
rabbi toxicitasi és kinetikai adatok figyelembevételével kell meghatarozni. A legnagyobb dozist azt a célt szem el6tt tart-
va kell megvalasztani, hogy a neurotoxikus hatdsokat vagy egyértelmii szisztémas toxikus hatdsokat valtson ki. Ezt
kovetoen ugy kell csokkend sorrendben kivalasztani a kisebb dozisokat, hogy meg lehessen hatarozni a dozissal 6ssze-
fliggd valaszokat, illetve a legkisebb ddzisnal a nem észlelhetd karos hatés szintjét (NOAEL). A dozisszinteket elvben
ugy kell beallitani, hogy meg lehessen kiilonboztetni az idegrendszerre gyakorolt elsédleges toxikus hatasokat a sziszté-
mas toxicitassal 0sszefliggd hatasoktol. Gyakran optimalis a két-harom intervallum alkalmazésa, és nagyon nagy inter-
vallumok (pl. 10-nél magasabb szorzofaktor) alkalmazasa esetén gyakran elonyos a dozisok kozé egy negyedik vizsgala-
ti csoportot is beiktatni. Ha létezik a human expoziciora vonatkozoan elfogadhat6 becslés, akkor ezt is figyelembe kell
venni.

1.5.5. Hatarérték-vizsgalat

Ha egy egyetlen, legalabb 1000 mg/testtomeg-kg/nap dozis alkalmazasaval torténd, az itt ismertetett eljarasok szerint
elvégzett vizsgalat nem idéz el6 észlelhetd neurotoxicitast és ha a szerkezetileg és/vagy metabolizmus szempontjabol ro-
kon vegytiletekkel kapcsolatos adatok alapjan nem varhato toxicitas, a harom dozisszint alkalmazasaval torténd teljes
vizsgalatot esetenként sziikségtelen elvégezni. A varhaté human expozicidé nagyobb oralis dozis alkalmazasat teszi ese-
tenként sziikségessé a hatarérték-vizsgalatban. Mas tipusu beadasi modok, igy példaul inhalalas vagy dermalis alkalma-
74s esetén a vizsgalando anyag fizikai-kémiai tulajdonsagai gyakran eldre jelezhetik a lehetséges expozicids szint maxi-
mumat. Akut oralis vizsgalat elvégzéséhez a hatarérték-vizsgalat soran alkalmazott dozisnak legalabb 2000 mg/kg-nak
kell lennie.

1.5.6. A dozisok beadasa

A vizsgéland6 anyag dozisait legalabb 28 napon at naponta, azaz heti hét napon at kell adagolni az allatoknak; 6tnapos
adagoldsi rend vagy rovidebb expozicios idészak alkalmazédsat megfelelden indokolni kell. Ha a vizsgaland6 anyagot
szondan at adagoljak, a dozist lehetdleg egyszerre kell egy gyomorszondan vagy megfeleld intubacids kaniilon at beadni
az allatnak. Az, hogy egyszerre maximalisan mekkora térfogata folyadék adhat6 be, a kisérleti allatok méretétdl fiigg. A
térfogat nem lehet 1 m1/100 g testtdmeg-aranynal nagyobb. Vizes oldatok esetében azonban 2 ml/100 g testtomeg-arany
is alkalmazhatd. Az irritald vagy korr6zids hatasu anyagok kivételével, amelyek esetében a magasabb koncentraciok al-
taldban sulyosabb hatdsokat okoznak, minimalisra kell csokkenteni a térfogatbeli eltéréseket, amihez a koncentraciot
kell tigy beallitani, hogy minden doézisszinten allandé térfogatot lehessen biztositani.

A taplalékkal vagy ivovizzel bejuttatott anyagok esetében fontos, hogy a vizsgalandé anyag mennyisége ne zavarja a
normal taplalkozast vagy vizhaztartast. Ha a vizsgaland6 anyagot a tdplalékkal juttatjak be, vagy a taplalékbeli koncent-
racidt (ppm), vagy pedig az allat testtomegére szamitott dozist kell allando értéken tartani, és meg kell adni, hogy melyik
alternativat alkalmazzak. A szondaval bejuttatott anyagok esetében a dozist mindig a nap hasonl6 id6északaban kell bead-
ni, és sziikség szerint Gjra és Ujra be kell allitani ahhoz, hogy az allat testtomegéhez viszonyitva allando értéken lehessen
tartani a dozist. Ha egy hosszu tavl vizsgalat eldtt eldzetes vizsgalatként ismételt dozisu vizsgalatot végeznek, mindkét
vizsgalatban hasonl6 takarmanyt kell alkalmazni. Akut vizsgalatok esetén ha a d6zist nem lehet egyszerre bejuttatni, ak-
kor egy legfeljebb 24 o6ras id6tartam alatt részletekben is beadhato.

1.6. Megfigyelések

1.6.1. A megfigyelések és vizsgalatok gyakorisaga

Ismételt dozist vizsgalatok esetében a megfigyelési iddszaknak az egész kezelési idészakot le kell fednie. Akut vizs-
galatok esetében a kezelés utdn 14 napig kell még megfigyeléseket végezni. A mellékcsoportokba tartozé és a kezelés
utani idészakban expozicio nélkiil tartott allatok esetében a megfigyeléseknek ezt az idészakot is le kell fednitik.

A megfigyeléseket kelld gyakorisaggal kell végezni, hogy az esetleges viselkedési és/vagy neurologiai rendellenessé-
gek észlelésének valdsziniisége a lehetd legnagyobb legyen. A megfigyeléseket lehetdleg mindig a nap azonos szakaban
kell végezni, és ehhez figyelembe kell venni azt is, hogy a vart hatasok a dézis beadasa utan mikor érik el a maximumu-
kat. A klinikai megfigyelések és funkciondlis vizsgalatok gyakorisagat a 2. tdblazatban foglaltuk 6ssze. Ha a kinetikai
adatok vagy mas, korabbi vizsgalatokban kapott adatok szerint mas idépontokat kellene alkalmazni a megfigyelésekhez,
vizsgalatokhoz vagy megfigyelések utani idészakokhoz, alternativ kisérleti programot kell kdvetni a kinyerhetd infor-
macidk maximalizalasa érdekében. A kisérleti program ilyen jellegli mddositasait meg is kell indokolni.

1.6.1.1. Az altalanos egészségi allapot és a megbetegedések/elhullasok megfigyelése

Az allatok egészségi allapotat legalabb naponta egyszer, a megbetegedéseket és elhullasokat pedig naponta kétszer
gondosan meg kell figyelni.

1.6.1.2. Részletes klinikai megfigyelések

Az els6 expoziciot megeldzden egy alkalommal (az egyeden beliili 6sszehasonlitdsokhoz), majd ezt kdvetden a vizs-
galat teljes idotartamatdl fiiggden kiilonbozo idokdzonként (1asd 2. tablazat) részletes klinikai megfigyeléseket kell vé-
gezni az erre a célra kivalasztott 6sszes allaton (1asd 1. tablazat). A gyogyuléasi mellékesoportok részletes klinikai megfi-
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gyeléseit a gyogyulasi idoszak végén kell elvégezni. A részletes klinikai megfigyeléseket a ketrecen kiviil, egy standard
porondon kell végezni. Az észleléseket egy olyan pontozasi rendszer segitségével kell gondosan felvenni, amely a meg-
figyelés soran végzett minden egyes mérés esetében kritériumokat vagy pontozasi skalakat is magaban foglal. A vizsgalo
laboratériumnak vildgosan meg kell hatdroznia az alkalmazott kritériumokat vagy skaldkat. Torekedni kell arra, hogy
minimalisak legyenek a kisérleti koriilmények kozotti (a kezeléssel szisztematikusan nem Osszefiiggd) eltérések, €s hogy
a megfigyeléseket az aktudlis kezelést nem ismerd, képzett megfigyelok végezzek.

A megfigyeléseket ajanlatos megtervezetten végezni, amelynek sordn minden allatra vonatkozdan és minden meg-
figyelési idopontban vildgosan meghatarozott (a normal »tartomany« meghatarozasat is magaban foglald) kritériumokat
kell szisztematikusan alkalmazni. A »normal tartomanyt« megfelelden dokumentalni kell. Minden megfigyelt tiinetet fel
kell jegyezni. Ha megoldhat6, a megfigyelt tiinetek erdsségét is fel kell jegyezni. A klinikai megfigyelések tobbek kozott
a bor, a szbrzet, a szemek, a nyalkahartyak valtozasaira, szekrétumok és exkrétumok, valamint az autoném aktivitas
megjelenésére (pl. konnyezés, szérmeredezés, pupillaméret, szokatlan 1€gzési mintazat és/vagy szajon at torténd 1égzés,
szokatlan vizelés vagy székletiirités és elszinezddott vizelet) irdnyulnak.

Rogziteni kell tovabba a testhelyzettel, aktivitasi szinttel (pl. a standard porond csokkent vagy fokozott felderitése) és
a mozgaskoordinacioval kapcsolatos 0sszes szokatlan valaszt is. A jaras (pl. kacsazas, ataxia), a testtartas (pl. pupos tar-
tas) és a megfogas, elhelyezés vagy mas kornyezeti ingerekkel szembeni reaktivitds megvaltozasat, valamint a ringasos
vagy gorcs0s mozgasokat, gorcsos vonaglasokat vagy remegéseket, sztereotipiakat (pl. talzott tisztalkodast, szokatlan
feymozgasokat, ismétlodo korbejarast) vagy bizarr viselkedést (pl. harapast vagy tulzott nyalogatast, 6ncsonkitast, hatra-
felé menést, hangadast) vagy agressziot is fel kell jegyezni.

1.6.1.3. Funkcionalis vizsgéalatok

A részletes klinikai megfigyelésekhez hasonloan az expozicio eldtt, majd azt kovetden rendszeres idokozonként funk-
cionalis vizsgalatokat is kell végezni az erre kivalasztott 6sszes allaton (1asd 1. tablazat). A funkcionalis vizsgalatok gya-
korisaga is a teljes vizsgalat idotartamatol fligg (lasd 2. tablazat). A 2. tablazatban megadott megfigyelési idészakok mel-
lett az exterminalashoz a lehetd legkdzelebbi idépontban a gydgyulasi mellékcsoportokban is funkcionalis vizsgalatokat
kell végezni. A funkcionalis vizsgalatok soran meg kell figyelni a kiilonféle [pl. hallasi, 1atasi és proprioceptiv (5) (6) (7)]
ingerekre adott szenzoros reaktivitast, és el kell végezni a végtagok fogderejének (8), valamint a motoros aktivitasnak a
vizsgalatat (9). A motoros aktivitast olyan automata berendezéssel kell mérni, amely az aktivitascsokkenés és az aktivi-
tasndvekedés kimutataséara is képes. Ha egy masik meghatarozott rendszert alkalmaznak, akkor annak kvantitativnak
kell lennie, és igazolni kell annak érzékenységét €s megbizhatdsagat is. Minden berendezés esetében ellendrizni kell,
hogy idében megbizhatoan, illetve az egyes berendezések egymashoz képest konzisztensen miikodnek-e. A kdvetendd
eljarasokkal kapcsolatban a tovabbi részletek a vonatkozo hivatkozasokban talalhatok. Ha nincsenek olyan adatok (pl.
szerkezet-aktivitasi, epidemioldgiai adatok vagy mas toxikologiai vizsgalati adatok), amelyek potencialis neurotoxikus
hatasokat jeleznének, fontoléra kell venni specializaltabb vizsgalatok végzését a szenzoros és motoros miikodés vagy a
tanulds és a memoria tanulmanyozasara, e lehetséges hatasok részletesebb vizsgalata érdekében. A specializaltabb vizs-
galatokkal és alkalmazasukkal kapcsolatban tovabbi informaciok az (1) hivatkozasban talalhatok.

Kivételes esetben ki lehet hagyni a funkcionalis vizsgalatbol azokat az allatokat, amelyeknél a toxicitas jelei olyan
mérviiek, hogy mar zavarjak az adott vizsgalatot. Meg kell indokolni, amennyiben az ilyen allatokat kizarjak valamely
funkcionalis vizsgalatbol.

1.6.2. Testtomeg és taplalék/vizfogyasztas

A legfeljebb 90 napig tart6 vizsgalatok esetében minden allat testtomegét legalabb hetente egyszer meg kell mérni,
tovabba legalabb hetente a taplalékfogyasztast is ellendrizni kell (illetve, ha a vizsgalando anyagot az ivovizzel adjak be,
akkor annak fogyasztasat is). A hosszl tavl vizsgalatok esetében az allatok testtomegét az elsé 13 hét soran legalabb
hetente egyszer, majd azt kdvetéen legalabb négyhetente meg kell mérni. Az elsé 13 hét sordn a taplalékfogyasztast
(illetve, ha a vizsgaland6 anyagot az ivovizzel adjuk be, akkor annak fogyasztasat is) legalabb hetente, majd azt kove-
tden koriilbeliil haromhavonta kell megmérni, kivéve, ha az egészségi allapot valtozasai vagy testtomeg-valtozasok azt
masképp szabjak meg.

1.6.3. Szemészeti vizsgalatok

A 28 napndl hosszabb vizsgalatok esetében lehetéleg minden allaton, de legalabb a nagy dozissal kezelt és a kontroll-
csoportokba tartozo allatokon a vizsgaland6 anyag adagolasanak megkezdése elétt, illetve a vizsgalat legvégén szemtii-
kor vagy ezzel egyenértékii és megfeleld eszkoz alkalmazasaval szemészeti vizsgalatokat kell végezni. Ha szemelvalto-
zast tapasztalnak, vagy ha a klinikai tiinetek alapjan ez sziikségesnek latszik, minden allatot meg kell vizsgalni. A hosszu
tava vizsgalatok esetében a 13. héten is szemészeti vizsgalatot kell végezni. Nem kell szemészeti vizsgalatot végezni, ha
ilyen adatok mas, hasonl6 iddtartami ¢s hasonld dozisszintek mellett torténd vizsgalatokbol mar rendelkezésre allnak.
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1.6.4. Hematologiai és klinikai biokémiai vizsgalatok

Ha a neurotoxicitasi vizsgalatot ismételt dozist szisztémas toxicitasi vizsgalattal kombinalva végzik, a szisztémas to-
xicitasi vizsgalat vonatkozé modszerében eldirtaknak megfelelden hematologiai €s klinikai biokémiai vizsgalatokat is
végezni kell. A mintavételt gy kell végrehajtani, hogy minimalis legyen a potencialis viselkedés-neurologiai hatdsok
kockazata.

1.6.5. Korszovettani vizsgalatok

A neuropathologiai (idegkdrtani) vizsgélatot tgy kell megtervezni, hogy egészitse ki és bdvitse a vizsgalat in vivo
fazisdban tett megfigyeléseket. Ivaronként és csoportonként legalabb 5 allatbol (1asd az 1. tablazatot és a kdvetkezd be-
kezdést) szovetmintat kell venni, amelyet azutan altalanosan elfogadott perfuzids és fixalasi technikak alkalmazasaval
in situ fixalni kell [1asd a (3) hivatkozas 5. fejezetét és a (4) hivatkozas 50. fejezetét]. Minden makroszkdposan megfi-
gyelhetd valtozast fel kell jegyezni. Amennyiben a vizsgalatot 6nalld vizsgalatként végzik el a neurotoxicitas sziirése
vagy a neurotoxikus hatdsok jellemzése céljabol, a tobbi allat vagy specifikus viselkedés-neurologiai (10) (11), neuropa-
thologiai (10) (11) (12) (13), neurokémiai (10) (11) (14) (15) vagy elektrofiziologiai (10) (11) (16) (17) eljarasokhoz hasz-
nalhato fel, amelyek kiegészithetik az itt ismertetett eljarasokat és vizsgalatokat, vagy ndvelhetik a korszovettani vizsgala-
tok alanyainak szamat. E kiegészitd eljarasok kiilondsen akkor lehetnek hasznosak, ha empirikus megfigyelések vagy a
varhato hatasok specifikus tipust vagy specifikus célteriiletre iranyuld neurotoxicitast jeleznek (2) (3). Mas esetben a fenn-
marado allatok az ismételt dozisu toxicitasi vizsgalati modszerben leirt rutin patologiai értékelésekhez is felhasznalhatok.

A paraffinba dgyazott mintakat megszokott festési eljarassal, példaul hematoxilin-eozin festékkel (H&E) kell megfes-
teni, és mikroszkopos vizsgélatokat kell végezni. Periférias neuropatiak megfigyelése vagy gyanuja esetén miianyagba
agyazott periférids idegszovetmintdkat is vizsgalni kell. Egyes klinikai tiinetek tovabbi helyek vizsgélatat vagy specidlis
festési eljarasok alkalmazasat tehetik sziikségessé. A tovabbi vizsgalati helyekkel kapcsolatban utmutatas a (3) és (4) hi-
vatkozasban talalhat6. Hasznos lehet tovabba, ha specialis festéseket alkalmaznak konkrét patologiai valtozasok kimuta-
tasahoz (18).

A kdzponti és a periférids idegrendszerbdl szarmazo reprezentativ metszeteket szovettani vizsgalatoknak kell alavetni
[lasd a (3) hivatkozas 5. fejezetét és a (4) hivatkozas 50. fejezetét]. A vizsgalt teriiletek altalaban a kovetkezdk: az eldagy,
anagyagy kozponti része, ezen belill a hippokampuszt keresztmetszet, a kozépagy, a kisagy, a hid, a nyultveld, a szem a
latoideggel és a retinaval egyiitt, a gerincveld a nyaki és agyéki duzzanatnal, a dorzalis ideggydkér-ganglionok, a dorza-
lis és ventralis ideggyokérrostok, a proximalis iildideg, a proximalis sipcsonti ideg (a térdnél) és a sipcsonti ideg 1abikra-
izom-agai. A gerincvel6bdl és a periférias idegekbdl készitett metszeteknek mind keresztirany vagy harant-, mind
hosszanti metszeteket tartalmazniuk kel. Figyelmet kell szentelni az idegrendszer érhalozatanak is. Meg kell vizsgalni
egy vazizommintat is, kiilondsen a labikraizomét. Kiilonds figyelmet kell forditani a kdzponti és periférias idegrendszer-
nek azokra a sejtes €s rostos struktiraju és mintazati teriileteire, amelyekre kiilonosen hatast gyakorolnak a neurotoxikus
anyagok.

A toxikus anyag altal tipikusan eldidézett neuropathologiai elvaltozasokkal kapcsolatban a (3) és a (4) hivatkozasban ta-
lalhat6 utmutatas. Ajanlatos a szovetmintakat Iépcsdzetesen megvizsgalni, ami azt jelenti, hogy el6szor a nagy dozissal ke-
zelt csoportokbol szarmazo metszeteket hasonlitjuk dssze a kontrollcsoportbol szarmazokkal. Ha az ezekbdl a csoportok-
bol szarmazo mintdkban nem lathatok neuropathologiai elvaltozasok, nincs sziikség tovabbi vizsgalatra. Ha azonban neu-
ropathologiai elvaltozasokat észlelnek a nagy dozissal kezelt csoportokban, a koztes és kis dozisu csoportokbol szarmazo,
potencidlisan érintett szovetekbdl készitett mintakat is koddal kell ellatni, majd egymas utan meg kell vizsgalni éket.

Ha a kvalitativ vizsgalatok soran bizonyitékot talalnak valamilyen neuropatholdgiai elvaltozasra, akkor az ilyen elval-
tozast mutato idegrendszeri terlileteken egy masodik vizsgalatot is el kell végezni. Az 6sszes doziscsoportban minden
potencialisan érintett teriiletrél metszeteket kell késziteni, amelyeket véletlenszeriien kodokkal kell ellatni, és a kod is-
meretének hidnyaban ugyancsak véletlenszeriien kell 6ket megvizsgalni. Minden 1€zi6 esetében fel kell jegyezni azok
gyakorisagat ¢s stilyossagat. Miutan minden déziscsoportban kiértékelték az 6sszes teriiletet, vissza lehet fejteni a kodot,
¢és a dozis-valasz Osszefiiggések megallapitasa érdekében statisztikai elemzést lehet végezni. Ismertetni kell az egyes 1¢-
ziok sulyossaganak fokozatait.

A neuropatholdgiai leleteket a viselkedési megfigyelésekkel és mérésekkel, tovabba a korabbi és parhuzamosan vég-
zett szisztémas toxicitdsi vizsgalatokbol szarmazo adatokkal dsszefliggésben kell értékelni.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Az allatokra vonatkozdan egyedi adatsorokat kell felvenni. Emellett az 6sszes adatot tablazatos forméban is 6ssze kell
foglalni ugy, hogy minden kezelt és kontrollcsoport esetében mutassa az allatok szamat a vizsgalat kezdetén, valamint
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azoknak a szamat, amelyek a vizsgalat soran elhullottak vagy humanus médon exterminalasra keriiltek, illetve az elhul-
lasok és humanus okokbol végzett exterminalas idopontjat, a toxicitasra utal6 tiineteket mutato allatok szamat, a megfi-
gyelt toxikus hatasok leirasat, ezen beliil megjelenésiik idépontjat, valamint ezek idébeli lefolyasat, tipusat és sulyossa-
gat, és vegiil a 1éziokat mutato allatok szamat és ezen beliil a 1€zio(k) tipusat és sulyossagat.

2.2. Ertékelés és az eredmények értelmezése

A vizsgalat eredményeit a viselkedés-neuroldgiai és neuropathologiai hatdsok (ha kiegészit6 vizsgalatok is torténtek,
akkor emellett a neurokémiai vagy elektrofiziologids hatasok) és barmely mas megfigyelt karos hatas eléfordulasa, su-
lyossaga és viszonylagossaga alapjan kell értékelni. Ahol lehet, a szamszerii eredményeket megfeleld és altalanosan el-
fogadott statisztikai modszer alkalmazasaval kell kiértékelni. A statisztikai mddszereket a vizsgalat tervezésekor kell
megvalasztani.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés
A vizsgalati jelentésnek a kdvetkezd informaciokat kell tartalmaznia:
Vizsgéaland6 anyag:
— fizikai megjelenés (ezen beliill izomerizacio, tisztasag és fizikai-kémiai tulajdonsagok);
— azonosito adatok.
Vivdanyag (ha sziikséges):
— avivOanyag megvalasztasanak indoklésa.
Kisérleti allatok:
az alkalmazott faj/torzs;
az allatok szama, életkora ¢s ivara;
szdrmazas, tartasi koriilmények, akklimatizalodas, takarmany stb.;
az egyes allatok testtémege a vizsgalat kezdetén.
Kisérleti koriilmények:
— avizsgédland6 anyag formuldzasaval/a taplalék elokészitésével, az elért koncentracidval, a készitmény stabilitdsa-
val és homogenitasaval kapcsolatos adatok;
— a beadott dozisok, ezen belill a vivoanyagra, valamint a beadott anyag térfogatara és fizikai formajara vonatkozo
adatok részletes leirasa;
a vizsgaland6 anyag adagolasara vonatkozo adatok;
a dozisszintek megvalasztasanak indoklasa;
az expozicids ut és idétartam megvalasztdsdnak indoklésa;
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zisra (mg/testtomeg-kg/nap);

— ataplalék és az ivoviz mindségével kapcsolatos adatok.

Megfigyelések és vizsgalati eljarasok:

— az egyes csoportokba tartozé allatoknak a perfuziés alcsoportokba vald besorolasaval kapcsolatos adatok;

— apontozasi rendszerrel kapcsolatos adatok, beleértve a részletes klinikai megfigyelések soran alkalmazott kritériu-
mokat és az egyes méréseknél hasznalt pontozasi skalat;

— akiilonféle (pl. hallasi, latasi és proprioceptiv) ingerekre adott szenzoros reaktivitashoz, a végtag-fogderd értékelé-
séhez, a motoros aktivitas értékeléséhez (ezen beliil az aktivitas detektalasara alkalmazott automatikus berendezésekkel
kapcsolatos adatok) alkalmazott funkcionalis vizsgalatokkal és mas alkalmazott eljarasokkal kapcsolatos adatok;

— a szemészeti vizsgalatokkal, valamint adott esetben a hematologiai vizsgalatokkal és klinikai biokémiai vizsgéla-
tokkal kapcsolatos adatok, ideértve a vonatkozo alapértékeket is;

— akiilonleges viselkedés-neuroldgiai, neuropatholdgiai és neurokémiai vagy elektrofiziologiai eljarasokra vonatko-
z6 adatok.

Eredmények:
testtomeg/testtomeg-valtozasok, ezen beliil az exterminalaskor mért testtomeg;
adott esetben a taplalék- és vizfogyasztas;
toxikus reakciok adatai ivaronként és dozisonként, ezen beliil a toxicitas tlinetei vagy az elhullas;

— arészletes klinikai megfigyelések jellege, sulyossaga €s idétartama (megjelenése és idobeli lefolyasa) (valamint
hogy visszafordithatok-e);
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— minden funkcionalis vizsgalat eredményének részletes ismertetése;

— boncolési eredmények;

— adott esetben az dsszes viselkedés-neurologiai, neuropatholdgiai és neurokémiai vagy elektrofiziologiai eredmény
részletes ismertetése;

— adott esetben a felszivodassal és metabolizmussal kapcsolatos adatok;

— adott esetben az eredmények statisztikai elemzése.

Az eredmények diszkusszidja;

— doézis-valasz adatok;

— barmely mds toxikus hatés és a vizsgalando vegyiilet neurotoxicitasi potencialjaval kapcsolatban levont kdvetkez-
tetések kapcsolata;

— nem ¢észlelt karos hatas szintje.

Kovetkeztetések:

— javasolt a vizsgalandé vegyiilet teljes neurotoxicitasanak konkrét megallapitasa.
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1. tablazat

A csoportonként sziikséges dllatok minimadlis szama, ha a neurotoxicitdsi vizsgdlatot kiilon,
illetve mas vizsgalatokkal egyiitt végezziik

A neurotoxicitasi vizsgalat elvégzésének modja:
A 28 napos A 90 napos A kronikus toxicitasi
Kiilon vizsgalat vizsgalattal egyiitt vizsgalattal egyiitt vizsgalattal egyiitt
végzett vizsgalat végzett vizsgalat végzett vizsgalat
Az allatok 6sszlétszama az egyes |10 him és 10 him és 15 him és 25 him és
csoportokban 10 ndstény 10 ndstény 15 ndstény 25 ndstény
A funkcionalis vizsgalatokhoz, 10 him és 10 him és 10 him és 10 him és 10 n6s-
ezen beliil részletes klinikai meg- | 10 néstény 10 ndstény 10 ndstény tény
figyelésekhez kivalasztott allatok
szama
Az in situ perfuzidhoz és az 5 him és 5 him és 5 him és 5 him és
ideg-korszovettani vizsgalatok- |5 néstény 5 néstény 5 néstény 5 néstény
hoz kivalasztott allatok szama
Az ismételt dozist/szubkroni- 5 him és 10 him T és 20 him ' és
kus/kronikus toxicitasi megfigye- 5 néstény 10 néstény ' 20 néstény '
l1ésekhez, hematologiai
vizsgalatokhoz, klinikai bio-
kémiai vizsgalatokhoz, kor-
szovettani vizsgalatokhoz stb.
(ahogyan az a megfelel6 itmuta-
tokban szerepel) kivalasztott alla-
tok szama
Adott esetben kiegészité meg- 5 him és
figyelések 5 ndstény

" Magéban foglalja a neurotoxicitasi vizsgalat keretében végzendd funkcionalis vizsgalatokhoz és részletes klinikai

megfigyelésekhez kivalasztott 6t allatot is

2. tablazat

A klinikai megfigyelések és funkcionalis vizsgalatok gyakorisiga

A megfigyelések tipusai

A vizsgalat id6tartama

Akut 28 napos 90 napos Kronikus
Minden Altalanos egészsé- |naponta naponta naponta naponta
allatban gi allapot
Elhullas/megbete- |naponta kétszer naponta kétszer naponta kétszer naponta kétszer
gedés
A funkcio- |Részletes klinikai |— az els6 expozicio |— az elsé expozicio |— az elsé expozicio |— az elsd expozicio
nalis meg- |megfigyelések elott elott elott elott
figyelések- — az adagolast — ezt kdvetden he- |— egy alkalommal |- egy alkalommal
hez kiva- kdvetden 8 oran tente egyszer az expozicid az expozicio
lasztott beliil a hatas els6é vagy maso- elsé honapjanak
allatokban csucsanak be- dik hetében végén
csiilt idépontja- — ezt kovetden ha- |— ezt kdvetden
ban vonta haromhavonta
— az adagolds utan
7 és 14 nappal
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A vizsgalat idGtartama
A megfigyelések tipusai
Akut 28 napos 90 napos Kroénikus
Funkcionalis vizs- |- az elsd expozicid |— az elsd expozicid |— az elsd expozicid |— az elsd expozicid
galatok elott elott elott elott
— az adagolast ko- |— a kezelés negye- |— egy alkalommal |— egy alkalommal
vetéen 8 oran dik hetében, a az expoziciod az expozicid
beliil a hatas lehet6 legkoze- els6é vagy maso- els6 honapjanak
csucsanak be- lebb az expozi- dik hetében végén
csult id('ipontj a- ci0s iddszak — ezt kovetden — ezt kovetden
ban végéhez havonta haromhavonta
— az adagolas utan
7 és 14 nappal

9. szamu melléklet az 56/2005. (XI. 29.) EiiM—KvVM-BM egviittes rendelethez

C.21. TALAJLAKO MIKROORGANIZMUSOK: NITROGEN-ATALAKITASI VIZSGALAT

1. MODSZER
Ez a vizsgalati modszer az OECD TG 216 (2000) modszer megfeleldje.

1.1. Bevezetés

Ez a vizsgalati médszer egy olyan laboratoriumi modszert ismertet, amelynek célja annak vizsgalata, hogy az egyes
vegyiiletek egyszeri expozicid esetén milyen hosszll tavi hatasokat gyakorolnak a talajlaké mikroorganizmusok nitro-
gén-atalakitasi aktivitasara. A vizsgalat elsdsorban az Eurdpai és Foldkozi-tenger Melléki Novényvédelmi Szervezet
ajanlasain alapul (1). Azonban mas iranymutatasokat, ezen beliil a German Biologische Bundesanstalt (2), az Egyesiilt
Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (3), a SETAC (4), valamint a Nemzetkozi Szabvanyiigyi Szervezet (5) irinymuta-
tasait is figyelembe vettiink. Az 1995-ben az olaszorszagi Belgirateban megrendezett, a talajok/iiledékek kivalasztasaval
kapcsolatos OECD-munkaértekezleten (6) megegyezés sziiletett az e vizsgalatban alkalmazandoé talajok szamardl és ti-
pusarol. A talajmintak gytijtésérél, kezelésérdl és tarolasarol szo16 ajanlasok egy ISO Utmutaton (7) és a belgiratei mun-
kaértekezlet ajanlasain alapulnak. A vizsgaland6 anyagok toxikus jellemzdinek meghatarozasa és értékelése soran sziik-
ség lehet a talaj mikrobialis aktivitasara gyakorolt hatdsok meghatarozasara, példaul olyan esetben, ha adatokra van
sziikség a ndvényveédo szereknek a talaj mikroflorajara gyakorolt esetleges mellékhatasaival kapcsolatban, vagy ha a ta-
lajlaké mikroorganizmusoknak ndvényvédd szerektdl eltérd vegyiiletekkel szembeni expozicidja varhatd. A nitro-
gén-atalakitasi vizsgalat végrehajtasanak célja az ilyen vegyiileteknek a talaj mikroflorajara gyakorolt hatasainak meg-
hatarozasa. Amennyiben mezdgazdasagi vegyi anyagok (pl. ndvényvédo szerek, mitragyak, erdészeti vegyi anyagok)
vizsgalatardl van sz9, mind a nitrogén-atalakitasi, mind a szénatalakitasi vizsgalatot el kell végezni. Ha nem mezdgazda-
sagi vegyi anyagok vizsgalata torténik, elég a nitrogén-atalakitasi vizsgalatot elvégezni. Ha azonban a nitrogén-atalaki-
tasi vizsgalat az ilyen vegyiiletek esetében olyan ECs-értékeket eredményez, amelyek a kereskedelmi forgalomban kap-
haté nitrifikaciogatld szerek (pl. nitrapirin) esetében tapasztalt tartomanyba esik, tovabbi informaciok gyiijtése érdeké-
ben a szénatalakitasi vizsgalatot is el lehet végezni.

A talajok €16 és élettelen komponensekbdl épiilnek fel, amelyek komplex és heterogén elegyek forméjaban 1éteznek.
A mikroorganizmusok szamos fajjal fontos szerepet jatszanak a termétalajok szervesanyag-tartalmanak lebontasaban és
atalakitasaban, hozzajarulva a talajok termékenységének kiilonféle aspektusaihoz. Az ilyen biokémiai folyamatokat
megzavard hosszl tavi hatasok potencidlisan megzavarhatjak a tapanyag-korforgalmat, ami megvaltoztathatja a talaj
termékenységét. Szén- és nitrogén-atalakitds minden termdtalajban folyik. Bar az e folyamatokért felelos mikrobak6zos-
ségek talajonként eltéroek, az atalakitasi utvonalak 1ényegében azonosak.

Az ismertetett vizsgalati modszer célja valamely anyagnak az aerob feltalajokban zajlé nitrogén-atalakitsi folyamat-
ra gyakorolt hosszl tavu karos hatasainak kimutatasa. A vizsgalati modszer lehetové teszi az anyagnak a talaj mikroflo-
rja altal végzett szénatalakitasara gyakorolt hatdsainak becslését. A nitratképzddés a szén-nitrogén kotések felbomlasa
utan megy végbe. Ha tehat a kezelt és az ellendrzo talajmintakban azonos a nitratképzddés sebessége, nagyon valdszinil,
hogy a fobb szénlebontasi utvonalak épek és mitkodoképesek. A vizsgalathoz valasztott szubsztratban (poritott lucerna-
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liszt) kedvezd (altalaban 12:1 és 16:1 kozotti) a szén-nitrogén arany. Emiatt a vizsgalat soran csokken a szénéhezés, és ha
a vegyi anyag karositja a mikrobakozosségeket, azok 100 napon belill helyreallitodhatnak.

Azokat a teszteket, amelyekbdl ezt a vizsgalati modszert kifejlesztették, elsésorban olyan anyagokhoz dolgoztak ki,
amelyek esetében eldre jelezhetd a talajba keriilé mennyiség. Ez a helyzet példaul a ndvényvédo szerek esetében, ame-
lyeknél ismert a szant6fo1di alkalmazas mértéke. A mezdgazdasagi vegyi anyagok esetében elegendd két, a vart vagy be-
csiilt alkalmazasi mérték szempontjabol relevans dozist alkalmazni. A mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalhatok aktiv
Osszetevoként (a.0.) vagy formulazott termékként is. A vizsgalat azonban nem korlatozodik kizarolag a mezégazdasagi
vegyi anyagokra. Mind a vizsgalandé anyagnak a talajban alkalmazott mennyiségét, mind az adatok kiértékelésének
modjat modositva, a vizsgalat mezdgazdasagi vegyi anyagoktdl eltérd vegyiiletekre is alkalmazhatd, amelyek esetében
nem ismert a talajba varhatdan bejutdé mennyiség. A mezdgazdasagi vegyi anyagoktol eltérd vegyiiletek esetében tehat
egy sor koncentracional meg kell hatdrozni a nitrogén-atalakitasra gyakorolt hatasokat. Az ilyen vizsgalatokkal kapott
adatok dozis-valasz gorbék elkészitésére és EC,-értékek szamitasara hasznalhatdk fel, ahol x jelentése % hatés.

1.2. Fogalommeghatarozdsok

»Nitrogén-atalakitas«. anitrogéntartalmu szerves anyagok mikroorganizmusok altal végzett, ammonifikacion és nit-
rifikdcion keresztiili végso lebontasa a megfeleld szervetlen végtermékké, nitratta.

»EC, (hatasos koncentracio)«: a vizsgalandé anyag olyan talajbeli koncentracidja, amely x %-osan gatolja a nitrogén
nitratta alakulasat.

»ECs (kdozepes hatasos koncentrdcio)«: a vizsgalandd anyag olyan talajbeli koncentracidja, amely 50 szdzalékosan
(50%-0san) gatolja a nitrogén nitrattd alakulasat.

1.3. Referenciaanyagok
Nincs.

1.4. A vizsgalati modszer elve

Atszitalt talajt poritott ndvényi liszttel fel kell javitani, majd vagy kezelni kell a vizsgalando anyaggal, vagy kezeletle-
niil kell hagyni (kontroll). Mez6gazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén minimalisan két vizsgalati koncentracio al-
kalmazasa ajanlott, amelyeket a szantofoldeken varhatd legmagasabb koncentracio fiiggvényében kell megvalasztani.
Az inkubalas 0., 7., 14. és 28. napja utan a kezelt és ellendrzo talajmintakat megfeleld oldoszerrel extrahalni kell, és meg
kell hatarozni a kivonatokban 1év6 nitrat mennyiségét. Ezt kovetden torténik a kezelt talajokban mért nitratképzédés ara-
nyanak 0sszehasonlitasa a kontrollokban mérttel, valamint a kezelt és az ellendrzo talajmintak kozotti szazalékos eltérés
kiszamitasa. Minden vizsgalatot legalabb 28 napig kell végezni. Ha a 28. napon a kezelt és nem kezelt talajok kozotti kii-
lonbség 25% vagy annal nagyobb, a méréseket legfeljebb 100 napig folytatni kell. Ha nem mezdgazdasagi vegyi anya-
inkubalas utdn meg kell mérni a kezelt és az ellendrzé mintdkban képzddott nitrdt mennyiségét. A kiilonféle koncentra-
ciok alkalmazasaval kapott vizsgalati eredményeket regresszios modell segitségével kell elemezni, majd ki kell szamita-
ni az EC,-értékeket (azaz az ECsp-et, az EC,5-0t és/vagy az EC y-et). Lasd a fogalommeghatarozasokat.

1.5. A vizsgalat érvényessége

A mezdgazdasagi vegyi anyagokkal kapott vizsgalati eredmények értékelése az ellenorzo ¢€s a kezelt talajmintak nit-
rattartalma kozotti viszonylag kis kiilonbségeken (azaz az atlag + 25%-a) alapul, igy az ellendrz6 mintak kozotti nagy el-
térések hamis eredményekhez vezethetnek. A parhuzamos ellen6rzé mintak kozotti eltérésnek + 15%-nal kisebbnek kell
lennie.

1.6. A vizsgalati modszer leirdsa

1.6.1. Eszk6zok

Kémiailag inert anyagbol késziilt vizsgalati edényeket kell hasznalni. Ezeknek megfeleld, a talajok inkubalasara al-
kalmazott eljarassal, példaul az dmlesztve inkubdalassal vagy egyedi talajmintdk sorozataként torténd inkubalasaval
0sszhangban 1év6 kapacitastinak kell lenniiik (14sd az 1.7.1.2. szakaszt). Ugyelni kell egyrészt a vizveszteség minimali-
zalasara, masrészt a gazcsere lehetdvé tételére a vizsgalat soran (példaul a vizsgalati edények perforalt polietilén foliaval
fedhetdk le). [llékony anyagok vizsgalata esetén zarhato és Iégmentesen zarodo edényeket kell alkalmazni. Az edények-
nek olyan méretlinek kell lenniiik, hogy a talajminta térfogatuk koriilbeliil egynegyedéig toltse fel dket.

Szabvanyos laboratoriumi eszkdzoket és ezen belill a kdvetkezoket kell hasznélni:

— keverd berendezés: mechanikai razogép vagy ezzel egyenértékli mas berendezés;

— centrifuga (3000 g) vagy szlir6eszkodz (nitratmentes sziirépapirral);

— anitratanalizishez megfelel6 érzékenységet és reprodukalhatosagot biztositdé miiszer.
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1.6.2. A talajok kivalasztasa ¢s szama

Csak egyféle talaj hasznalhato. A javasolt talajjellemzdk a kovetkezok:

— homoktartalom: legaldbb 50% és legfeljebb 75%;

— pH: 5,5-7.5;

— szervesszén-tartalom: 0,5-1,5%;

— meg kell mérni a mikrobialis biomasszat (8) (9), amelynek széntartalma a talaj teljes szervesszén-tartalmanak leg-
alabb 1%-a kell hogy legyen.

Az esetek tobbségében az ilyen jellemzdkkel rendelkezd talaj a legrosszabb helyzetet reprezentélja, mivel minimalis a
vizsgalando vegyiilet adszorpcidja, viszont maximalis a hozzaférhetdsége a mikroflora szamara. Kovetkezésképpen al-
taldban nincs szilikség mas talajokkal végzett vizsgalatokra. Bizonyos koriilmények kdzott azonban, példaul amikor a
vizsgalando anyag varhato f6 felhasznalasi teriilete a kiilonleges talajok, példaul a savanyt erddtalajok vagy az elektro-
sztatikus toltéssel rendelkezd vegyiiletek esetében is, sziikség lehet egy masik talajtipus alkalmazésara is.

1.6.3. A talajmintak begyiijtése és tarolasa

1.6.3.1. Gytjtés

Részletes informaciokkal kell rendelkezni annak a szant6f6l1di teriiletnek a torténetérdl, ahonnan a vizsgalati talajmin-
ta begytjtése torténik. Ilyen részletek példaul a pontos hely, a ndvénytakaro, a ndvényveédo szerekkel végzett kezelések
idépontjai, a szerves €s szervetlen tragyak alkalmazasai, a biologiai anyagok hozzdadasa vagy a véletlen szennyezések.
A talajmintak gy(ijtéséhez olyan helyet kell valasztani, amely hossza tdvon hasznalhat6 erre a célra. Megfelel6ek példaul
az allando legeldk, az évente gabonatermést (kivéve kukoricat) hozo teriiletek vagy a zoldtragyaval siirtin bevetett terii-
letek. Kdvetelmény, hogy a kivalasztott mintagyiijtési helyet a mintagytijtést megeldzden legalabb egy évig ne kezeljék
novényvéds szerekkel. Tovabba legalabb hat honapig ne kapjon szerves tragyazast. Asvanyi miitragya alkalmazésa csak
akkor elfogadhat6, ha a haszonndvény igényeinek megfelelden torténik, és a miitragyazast kovetden legalabb harom ho-
napig nem szabad talajmintakat venni. Keriilni kell az ismert biocid hatdsu mutragyakkal (pl. kalcium-cidnamiddal) ke-
zelt talajok alkalmazasat.

Keriilni kell a mintavételt hosszu (30 napnal hosszabb) ideig tarto szarazsag vagy elvizesedés esetén, illetve kozvetle-
niil ilyen idészakok utan. Szantott talajok esetében a mintakat 0-20 cm mélységbdl kell venni. Legeldk vagy egyéb olyan
talajok esetében, amelyeket hosszu ideig (legalabb egy vegetacios periddusig) nem szantanak fel, a mintavétel maxima-
lis mélysége 20 cm-nél kicsit tobb (pl. 25 cm) is lehet.

A talajmintdkat olyan edényekben és olyan hdmérsékleti feltételek mellett kell elszallitani, amelyek garantaljak, hogy
a talaj eredeti tulajdonsagai nem modosulnak szignifikans mértékben.

1.6.3.2. Térolas

Legelonydsebb a frissen gyiijtott talajok alkalmazasa. Ha a laboratdriumi tarolas nem kertilhetd el, a talajok sotétben,
4 £+ 2 °C-on legfeljebb harom honapig tarolhatok. A talajok tarolasa soran aerob koriilményeket kell biztositani. Ha a ta-
lajmintak begytijtése olyan teriileteken tortént, ahol a talaj az év legalabb harom honapjaban fagyott, szoba johet hat ho-
napos, minusz 18 °C és minusz 22 °C kozotti hdmérsékleten valo tarolas is. Minden egyes kisérlet el6tt meg kell mérni a
tarolt talajok mikrobialis biomasszajat, és a biomassza széntartalmanak el kell érnie a talaj teljes szervesszén-tartalma-
nak legalabb 1%-at (lasd az 1.6.2. szakaszt).

1.6.4. A talaj kezelése és elokészitése a vizsgalatra

1.6.4.1. Eldinkubalas

Tarolt talaj hasznalata esetén (lasd az 1.6.3.2. szakaszt) ajanlatos 2-t61 28 napig terjed6 eldinkubalast alkalmazni. Az
eléinkubalds soran a talaj homérsékletének és nedvességtartalmanak hasonlonak kell lennie a vizsgalat soran alkalma-
zott hémérséklethez és nedvességtartalomhoz (lasd az 1.6.4.2. és az 1.7.1.3. szakaszt).

1.6.4.2. Fizikai-kémiai tulajdonsagok

A talajbol manualisan el kell tavolitani a nagyobb targyakat (példaul koveket, névényi részeket stb.), majd a tulzott ki-
szaradast keriilve a talajt nedvesen at kell szitalni tigy, hogy a részecskeméret legfeljebb 2 mm legyen. A talajminta ned-
vességtartalmat desztillalt vagy ioncserélt vizzel a maximalis viztartd képesség 40—60%-ara kell beallitani.

1.6.4.3. Szerves szubsztrattal torténd javitas

A talajt megfeleld szerves szubsztrattal, példaul 12:1 és 16:1 kozotti C:N aranyu, poritott zoldlucernafii-liszttel (f6
Osszetevd: Medicago sativa) fel kell javitani. A javasolt lucerna-talaj arany 5 g lucerna per 1 kilogramm szaraztala;.

1.6.5. A vizsgaland6 anyag elékészitése a talajon torténd alkalmazashoz

A vizsgaland6 anyagot altalaban hordozo segitségével kell alkalmazni. A hordoz6 lehet viz (vizben oldhaté anyagok
esetében) vagy valamely inert szildrd anyag, igy példaul finom kvarchomok (részecskeméret: 0,1-0,5 mm). Keriilni kell
a viztdl eltérd folyékony hordozok (példaul szerves oldoszerek, igy példaul aceton, kloroform) alkalmazasat, mivel ezek
kérosithatjak a mikroflorat. Ha hordozoként homokot hasznalunk, a homok be is vonhat6 a megfeleld olddszerben felol-
dott vagy szuszpendalt vizsgaland6 anyaggal. [lyen esetekben az oldoszert a talajba vald bekeverés elétt el kell parolog-
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tatni. Ahhoz, hogy a vizsgalando anyag optimalis moédon oszoljon szét a talajban, a kovetkez6 arany ajanlott: 10 ghomok
per 1 kilogramm szaraztalaj. Az ellenérz6 mintakat ugyanilyen mennyiségii vizzel és/vagy kvarchomokkal kell kezelni.

Illiékony vegyiiletek vizsgalata esetén, amennyire lehet, keriilni kell a kezelés kozbeni veszteséget, valamint a vegyii-
let talajban valdo homogén eloszlasanak biztositasara is torekedni kell (példaul a vizsgalandd anyagot tSbb helyen is be
kell injektélni a talajba).

1.6.6. Vizsgalati koncentraciok

Mezbégazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén legalabb két koncentraciot kell alkalmazni. Az alacsonyabb koncent-
racionak legalabb a gyakorlatban a talajba varhatéan bejutd legnagyobb mennyiségnek kell megfelelnie, a magasabb
koncentracionak pedig az alacsonyabb koncentracié valamely tobbszorosének kell lennie. A talajhoz adott vizsgalando
kiszamolni. A kdzvetleniil a talajra kihordott mezdgazdasagi vegyi anyagok vagy az olyan vegyiiletek esetében, ame-
lyeknek a talajba bejutd mennyisége eldre jelezhetd, az ajanlott vizsgélati koncentraciok a kdvetkezdk: a maximalis be-
csiilt kornyezeti koncentracio (PEC) és ennek 6tszordse. Azoknak az anyagoknak az esetében, amelyeket egy idényben
varhatdan tobb alkalommal is kihordanak a talajokra, a vizsgélathoz alkalmazand6 koncentracié a PEC-értéknek a ki-
hordasok maximalisan varhaté szdmaval torténd megszorzasaval szamithato ki. A vizsgalt magasabb koncentracionak
azonban nem szabad meghaladnia az egyszeri maximalis alkalmazasi arany tizszeresét. Nem mezOgazdasagi vegyi anya-
gok vizsgalata esetén legalabb 6t, mértani sort alkoto koncentraciot kell alkalmazni. A vizsgalt koncentracidoknak le kell
fedniiik az EC,-értékek meghatarozasahoz sziikséges tartomanyt.

1.7. A vizsgalat végrehajtasa

1.7.1. Az expozici6 koriilményei

1.7.1.1. Kezelés és kontroll

Mezbégazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén a talajt harom, egyenld tomegl részre kell osztani. Két részlethez a
terméket is tartalmazo hordozot kell keverni, a harmadikhoz pedig csak hordozot (kontroll). Ajanlatos a kezelt és nem
kezelt talajokat is legalabb harom masolati mintaban vizsgalni. Nem mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén a
talajt hat, egyenld tomegii részletre kell osztani. Othdz a vizsgalandé anyagot is tartalmazo hordozét kell keverni, a hato-
dikhoz pedig csak hordozot. A kezeléseket és az ellendrzo kisérleteket is ajanlatos legalabb harom masolati mintaban vé-
gezni. Vigyazni kell arra, hogy az anyag homogén modon legyen eloszlatva a kezelt talajmintakban. A bekeverés soran
el kell keriilni a talaj tomorodését vagy 0sszecsomosodasat.

1.7.1.2. A talajmintdk inkubdlasa

A talajmintak inkubalasa kétféle modon torténhet: az egyes kezelt és nem kezelt talajokbdl vagy dmlesztett mintakat
kell késziteni, vagy egy sor 6nallo és egyforma méretli részmintat. [llékony vegyliletek vizsgalata esetén azonban a vizs-
galatot csak egy onallo részmintakbol alld sorozattal kell elvégezni. A talajok dmlesztve torténd inkubalasa esetén min-
den kezelt és nem kezelt talajt nagy mennyiségben kell elkésziteni, €s a vizsgalat soran sziikség szerint ezekbdl kell rész-
mintakat venni a kiillonféle analizisekhez. Az, hogy kiindulasképpen milyen mennyiséget kell késziteni az egyes kezelé-
sekhez és ellen6rzé vizsgalatokhoz, fligg a részmintak méretétdl, az analizishez hasznalt masolati mintdk szdmatol, vala-
mint a mintavételek varhaté maximalis szdmatol. A részmintak vétele elétt az dmlesztve inkubalt talajokat alaposan
Ossze kell keverni. Ha a talajok inkubalasa 6nall6é részmintak sorozataként torténik, az egyes kezelt és nem kezelt 6m-
lesztett talajmintakat a sziikséges szamu részmintara kell felosztani, amelyeket azutan igény szerint kell felhasznalni.
Olyan kisérleteknél, amikor varhatéan tobb mint két alkalommal kell majd mintat venni, elegendé szamu részmintat kell
késziteni ahhoz, hogy azokbol minden mésolati mintara és mintavételi alkalomra jusson. A teszttalajokat legalabb harom
masolati mintaban kell aerob koriilmények kozott inkubalni (1asd az 1.7.1.1. szakaszt). Minden egyes vizsgélat soran
megfeleld gdéztérrel rendelkezd edényeket kell hasznalni annak érdekében, hogy ne alakuljanak ki anaerob koriilmények.
Illékony anyagok vizsgélata esetén a vizsgalatot csak egy 6ndllo részmintakbol allo sorozattal kell elvégezni.

1.7.1.3. A kisérlet koriilményei és idétartama

A vizsgalatot sotétben, 20 + 2 °C-os szobahémérsékleten kell elvégezni. A talajmintakat a vizsgalat idGtartama alatt a
talaj maximalis viztartd kapacitdsdnak 40 ¢és 60 szazaléka kozotti értéken kell tartani (14sd az 1.6.4.2. szakaszt) + 5%-o0s
eltéréssel. Sziikség esetén desztillalt vagy ioncserélt viz adhatd a mintakhoz.

A vizsgalat minimalis idétartama 28 nap. Mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén dssze kell hasonlitani a ke-
zelt és az ellendrzO mintakban mért nitratképzddési sebességet. Ha a 28. napon ezek tobb mint 25%-kal eltérnek egymas-
tol, a vizsgalatot addig kell folytatni, amig a kiilonbség 25%-ra vagy az ald nem csokken, vagy legfeljebb 100 napig, ha
az a korabbi idopont. A nem mezdgazdasagi vegyi anyagok esetében a vizsgalat a 28 nap utan véget ér. A 28. napon meg
kell hatarozni a kezelt és az ellen6rz6 talajmintak nitrattartalmat, és ki kell szamitani az EC ,-értékeket.
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1.7.2. Mintavétel és a talajok elemzése

1.7.2.1. Talajminta-vételi program

Mezbégazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén a 0., 7., 14. és 28. napon meg kell mérni a talajmintak nitrattartalmat.
Ha hosszabb idétartamu vizsgalatot kell végezni, a nitrattartalom-méréseket a 28. nap utan 14 naponta kell végezni.

Nem mezogazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén legalabb 6t vizsgalati koncentraciot kell alkalmazni, és a talaj-
mintak nitrattartalmat az expozicids idészak kezdetén (0. nap) és végén (28. nap) kell megmérni. Sziikség esetén be lehet
iktatni egy koztes mérést is, példaul a 7. napon. A 28. napon kapott adatok segitségével meg kell hatarozni a vegyiilet
EC,-értékeit. Sziikség esetén a talaj kiindulasi nitrattartalmanak megadasara a 0. napon az ellenérzé mintakban mért ada-
tokat lehet felhasznalni.

1.7.2.2. A talajmintak analizise

Minden mintavételi idépontban meg kell hatarozni az egyes kezelt és ellendrzé masolati mintakban keletkezett nitrat
mennyiségét. A nitrat kinyerése a talajbol tigy torténik, hogy a mintakat egy extrakcios olddszerrel, példaul 0,1 M ka-
lium-klorid oldattal razatni kell. A javasolt arany 5 ml KCl-oldat 1 gramm talajszarazstly-egyenértékre. Az extrahalas
optimalizalasra érdekében a talajmintat és az extrakcios oldatot tartalmazo edények legfeljebb félig lehetnek. Az elegye-
ket 60 percig 150 rpm fordulatszamon kell razatni. Ezt kdvetden az elegyeket centrifugalni vagy sziirni kell, és a folya-
dékfazisban kell meghatarozni a nitrat mennyiségét. A részecskementes folyékony kivonatok az analizist megelézéen
minusz 20 + 5 °C-on legfeljebb hat honapig tarolhatok.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Mezbgazdasagi vegyi anyagokkal végzett vizsgalat esetén le kell jegyezni az egyes mdasolati talajmintakban képzo-
dott nitrat mennyiségét, és a masolati mintak atlagat tablazatos formaban kell megadni. A nitrogénatalakitasi aranyokat
megfeleld és altalanosan elfogadott statisztikai modszerekkel (példaul F-teszt, 5%-os szignifikanciaszint) kell kiértékel-
ni. A képzodott nitrat mennyiségét mg nitrat/kg talaj (szarazstly)/nap egységekben kell kifejezni. Az egyes kezeléseknél
mért nitratképzodési sebességeket dssze kell hasonlitani az ellendrz6 mintdban mérttel, és ki kell szamitani az ellendrzo
mintatol vald szazalékos eltérést.

Nem mezdgazdasagi vegyi anyagokkal végzett vizsgalat esetén meg kell hatarozni az egyes masolati mintakban kép-
z0dott nitrat mennyiségét, és dozis-valasz gorbét kell felvenni az EC,-értékek becsléséhez. A kezelt mintak 28 nap utan
mért nitrattartalmat [mg nitrat/kg talaj (szarazsuly)] 6ssze kell hasonlitani az ellendrzé mintdkban mérttel. Ezekbdl az
adatokbdl ki kell szamitani az egyes vizsgalati koncentracidkra vonatkozo %-os gatlasi értékeket.

A szazalékos értékeket a koncentracio fliiggvényében kell dbrazolni, majd statisztikai eljarasok alkalmazasaval ki kell
szadmitani az EC,-értékeket. A szamitott EC,-értékek konfidenciahatarat (p=0,95) is a szabvanyos eljarasok segitségével
kell meghatarozni (10) (11) (12).

A nagy mennyiségii nitrogént tartalmazo vizsgaland6 anyagok novelhetik a vizsgalat soran képzddott nitrat mennyi-
ségét. Ha magas koncentracioban torténik az ilyen anyagok (azaz olyan vegyi anyagok, amelyek varhatdan ismételt ki-
hordéssal keriilnek felhasznalasra) vizsgalata, gondoskodni kell a megfelel6 ellendrzé mintakrol (talaj plusz vizsgalando
anyag, ndvényi liszt hozzaadasa nélkiil). Az ilyen ellenérzé mintakbol szarmazo adatokat is figyelembe kell venni az
EC,-értékek szamitasakor.

2.2. Az eredmények értelmezése

s

kezeléssel (azaz a maximalis becsiilt koncentracioval) és az ellendrzé mintakkal kapott nitratképzodési aranyok kiilonbsége
a 28. nap utani mintavételi idépontok valamelyikénél nem haladja meg a 25%-ot, azt a kovetkeztetést kell levonni, hogy a
terméknek nincs hosszu tavi hatasa a talajokban zajlo nitrogénatalakitasra. A nem mezégazdasagi vegyi anyagokkal végzett
vizsgalatok esetében a vegyiiletek értékeléséhez az ECsy-, EC,5- és/vagy EC g-értékeket kell hasznalni.

3. JELENTES

A vizsgalati jelentésnek a kovetkezd informaciokat kell tartalmaznia:

a talaj teljes korii azonositasa, ezen beliil:

— ateriilet foldrajzi meghatarozasa (foldrajzi hossziisag és szélesség);

— a teriilet torténetével kapcsolatos informaciok (ndvénytakard, ndovényvédd szerekkel vald kezelés, miitragyazas,
véletlen szennyezések stb.);

— foldhasznalat (példaul mezdgazdasagi talaj, erdd stb.);
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— a mintavétel mélysége (cm);

— homok-/iszap-/agyagtartalom (% szérazsuly);

— pH (vizben);

— szervesszén-tartalom (% szarazsuly);

— nitrogéntartalom (% szarazsuly);

— kiindulési nitratkoncentracié (mg nitrat’kg szarazsuly);

— kationcserél6 kapacitas (mmol/kg);

— mikrobidlis biomassza a teljes szervesszén-tartalom szazalékaban kifejezve;

— hivatkozasok az egyes paraméterck meghatarozasadhoz alkalmazott modszerekre;

— atalajmintak gytjtésével és tarolasaval kapcsolatos minden informacio;

— adott esetben a talaj el6inkubalasaval kapcsolatos részletek.

Vizsgalandé anyag:

— fizikai jelleg és adott esetben fizikai-kémiai tulajdonsagok;

— kémiai azonosito adatok, és ezen beliil adott esetben a szerkezeti képlet, tisztasag (ndvényvédo szerek esetében az
aktiv dsszetevé szazalékos aranya), nitrogéntartalom.

Szubsztrat:

— a szubsztrat szarmazasa;

— 0Osszetétel (lucernaliszt, zoldlucernafii-liszt);

— szén- és nitrogéntartalom (% szarazsuly);

— szitaméret (mm).

Vizsgalati koriilmények:

— atalaj szerves szubsztrattal valo javitasanak részletei;

— avizsgalando vegyi anyag alkalmazott koncentracidinak szama és adott esetben a koncentraciok megvalasztasanak
indoklasa;

— avizsgalandd anyag talajon valé alkalmazasanak részletei;

— inkubalasi hémérséklet;

— atalaj nedvességtartalma a vizsgalat kezdetén €s a vizsgalat alatt;

— az alkalmazott talajinkubalasi médszer (6mlesztett mintdk vagy 6nalld részmintdk sorozata);

— masolati mintak szama;

— mintavételi idépontok;

— atalaj nitrattartalmanak extrahalasara alkalmazott modszer;
eredmények:

— a nitratmeghatarozashoz alkalmazott analitikai eljaras és berendezés;

— tablazatos forméaban megadott adatok, ezen beliil a nitratmérések egyedi és atlagértékei;

— a masolati mintak kozotti eltérések a kezelt és ellenérzé mintakban;
adott esetben a szamitasoknal alkalmazott korrekciok magyarazata;
az egyes mintavételi iddpontokban mért nitratképzddési sebességek szazalékos eltérése vagy adott esetben a 95 sza-
zalékos konfidenciahatarral meghatarozott ECs,-érték, a tobbi EC,-érték (az EC,s vagy az EC,,) konfidencia-intervallu-
mokkal, és a dozis-valasz gorbe grafikonja;

— az eredmények statisztikai kezelése;

— az eredmények értelmezését segitd minden informacid és megfigyelés.
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C.22. TALAJLAKO MIKROORGANIZMUSOK: SZENATALAKITASI VIZSGALAT

1. MODSZER
Ez a mddszer az OECD TG 217 (2000) médszer megfeleldje.

1.1. Bevezetés

Ez a vizsgalati mddszer egy olyan laboratériumi modszert ismertet, amelynek célja annak vizsgalata, hogy a novény-
veédo szerek és esetleg mas vegyi anyagok egyszeri expozicio esetén milyen potencialis hosszu tava hatasokat gyakorol-
nak a talajlaké mikroorganizmusok szénatalakitasi aktivitasara. A vizsgalat els6sorban az Eurdpai és Foldkozi-tenger
Melléki Novényvédelmi Szervezet ajanlasain alapul (1). Azonban mas iranymutatdsokat, ezen beliil a German Biolo-
gische Bundesanstalt (2), az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (3) és a SETAC (4) iranymutatasait is figye-
lembe vettiink. Az 1995-ben az olaszorszagi Belgirateban megrendezett, a talajok/iiledékek kivalasztasaval kapcsolatos
OECD-munkaértekezleten (5) megegyezés sziiletett az e vizsgalatban alkalmazandé talajok szamarol és tipusarol. A ta-
lajmintak gy(ijtésérol, kezelésérdl és tarolasarol szolo ajanlasok egy ISO Utmutaton (6) és a belgiratei munkaértekezlet
ajanlasain alapulnak.

A vizsgalando anyagok toxikus jellemzdinek meghatarozasa és értékelése soran sziikség lehet a talaj mikrobialis akti-
vitasara gyakorolt hatasok meghatarozasara, példaul olyan esetben, ha adatokra van sziikség a novényvédé szereknek a
talaj mikroflorajara gyakorolt esetleges mellékhatasaival kapcsolatban, vagy ha a talajlaké mikroorganizmusoknak no-
vényvédo szerektdl eltérd vegyiiletekkel szembeni expozicidja varhatd. A szénatalakitasi vizsgalat végrehajtasanak cél-
jaazilyen vegyiileteknek a talaj mikroflordjara gyakorolt hatdsainak meghatdrozasa. Amennyiben mezégazdasagi vegyi
anyagok (pl. ndvényvédd szerek, miitragydk, erdészeti vegyi anyagok) vizsgalatarol van sz6, mind a szénatalakitasi,
mind a nitrogénatalakitasi vizsgalatot el kell végezni. Ha nem mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata torténik, elég a
nitrogénatalakitasi vizsgalatot elvégezni. Ha azonban a nitrogénatalakitasi vizsgalat az ilyen vegytiletek esetében olyan
EC;p-értékeket eredményez, amelyek a kereskedelmi forgalomban kaphato nitrifikaciogatlo szerek (pl. nitrapirin) eseté-
ben tapasztalt tartomanyba esik, tovabbi informaciok gytijtése érdekében a szénatalakitasi vizsgalatot is el lehet végezni.

A talajok €16 és élettelen komponensekbdl épiilnek fel, amelyek komplex €s heterogén elegyek forméjaban 1éteznek.
A mikroorganizmusok szamos fajjal fontos szerepet jatszanak a termétalajok szervesanyag-tartalmanak lebontasaban €s
atalakitasaban, hozzajarulva a talajok termékenységének kiilonféle aspektusaihoz. Az ilyen biokémiai folyamatokat
megzavard hosszl tavi hatasok potencidlisan megzavarhatjak a tapanyag-korforgalmat, ami megvaltoztathatja a talaj
termékenységét. Szén- és nitrogénatalakitas minden termdtalajban folyik. Bar az e folyamatokért felelds mikrobakozos-
ségek talajonként eltéroek, az atalakitasi utvonalak 1ényegében azonosak.

Ennek a vizsgalati modszernek a célja valamely anyagnak az aerob feltalajokban zajlo szénatalakitasi folyamatra gya-
korolt hosszl tava karos hatasainak kimutatasa. A vizsgalati modszer érzékeny a szénatalakitasért felelos mikrobakozos-
ségek méretében és aktivitasaban bekovetkezd valtozasokra, mivel ez kémiai stresszt €s szénéhezést okoz ezekben a ko-
z0sségekben. A vizsgalathoz alacsony szervesanyag-tartalmu homokos talajt kell haszndlni. Ezt a talajt kezelni kell a
vizsgaland6 anyaggal, majd gyors mikrobidlis anyagcserét biztositd koriilmények kozott inkubalni kell. Ilyen koriilmé-
nyek kozott hamar kimeriilnek a talaj konnyen hozzaférhetd szénforrasai. Ez szénéhezést okoz, ami elpusztitja a mikro-
bakat és egyben nyugalmi allapotot és/vagy sporaképzést idéz eld. Ha a vizsgalat tobb mint 28 napig tart, e reakciok
Osszessége a kontroll- (kezeletlen) talajokban a metabolikusan aktiv mikrobidlis biomassza progressziv elvesztéseként
mérhetd (7). Ha valamely vegyi anyag jelenléte a vizsgalat koriilményei kozott befolyast gyakorol a szénstresszelt talaj-



2005/154/11. szam MAGYAR KOZLONY 87

ban talalhatd biomasszara, akkor a biomassza nem tud visszatérni ugyanarra a szintre, mint a kontrolltalajokban. A vizs-
galando anyag altal a vizsgalat soran barmikor eldidézett zavard hatas tehat gyakran egészen a vizsgalat végéig fenn-
marad.

Azokat a teszteket, amelyekbdl ezt a vizsgalati modszert kifejlesztették, elsésorban olyan anyagokhoz dolgoztak ki,
amelyek esetében eldre jelezhetd a talajba keriilé mennyiség. Ez a helyzet példaul a ndvényvédo szerek esetében, ame-
lyeknél ismert a szant6foldi alkalmazas mértéke. A mezdgazdasagi vegyi anyagok esetében elegendd két, a vart vagy be-
csiilt alkalmazasi mérték szempontjabol relevans dozist alkalmazni. A mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalhatok aktiv
Osszetevoként (a.0.) vagy formulazott termékként is. A vizsgalat azonban nem korlatozdodik kizardlag a megbecsiilhetd
kornyezeti koncentracidéval rendelkezé anyagokra. Mind a vizsgalandd anyagnak a talajban alkalmazott mennyiségét,
mind az adatok kiértékelésének modjat modositva, a vizsgalat mezdgazdasagi vegyi anyagoktdl eltérd vegyiiletekre is
alkalmazhat6, amelyek esetében nem ismert a talajba varhatoan bejutd mennyiség. A nem mezégazdasagi vegyi anyagok
esetében tehat egy sor koncentracional meg kell hatarozni a szénatalakitisra gyakorolt hatdsokat. Az ilyen vizs-
galatokkal kapott adatok ddzis-valasz gorbék elkészitésére és EC,-értékek szamitasara hasznalhatok fel, ahol x jelentése
% hatas.

1.2. Fogalommeghatarozasok

»Szénatalakitas«: szerves anyagok mikroorganizmusok altal végzett lebontasa a megfeleld szervetlen végtermékke,
azaz szén-dioxidda.

»EC, (hatdsos koncentrdcid)«: a vizsgalandd anyag olyan talajbeli koncentracidja, amely x %-osan gatolja a szén
szén-dioxiddé alakuldsat.

»ECs (kbzepes hatasos koncentracio)«: a vizsgalandd anyag olyan talajbeli koncentracidja, amely 50 szazalékosan
(50%-o0san) gatolja a szén szén-dioxidda alakulasat.

1.3. Referenciaanyagok

Nincs.

1.4. A vizsgalati modszer elve

Az atszitalt talajt a vizsgalandd anyaggal kell kezelni, vagy kezeletleniil kell hagyni (kontroll). Mezdgazdasagi vegyi
anyagok vizsgalata esetén minimalisan két vizsgalati koncentracié alkalmazasa ajanlott, amelyeket a szanto6foldeken
varhat6 legmagasabb koncentracié fiiggvényében kell megvalasztani. Az inkubalas 0., 7., 14. és 28. napja utan a kezelt
és az ellendrzd talajmintakhoz gliikozt kell keverni, majd 12 éran at folyamatosan mérni kell a gliik6zindukalt 1égzési se-
bességet. A 1égzési sebességet a felszabadulo szén-dioxidban (mg szén-dioxid/kg szaraz talaj/ora) vagy az elfogyasztott
oxigénben (mg oxigén/kg talaj/ora) kell kifejezni. A kezelt talajokban mért kdzepes 1égzési ratat 6ssze kell hasonlitani az
ellenérz6 minta esetében mérttel, majd ki kell szamitani a kezelt és az ellenérzo talajmintak kdzotti szazalékos eltérést.
Minden vizsgalatot legalabb 28 napig kell végezni. Ha a 28. napon a kezelt €s nem kezelt talajok kozotti kiilonbség 25%
vagy annal nagyobb, a méréseket 14 napos intervallumokban, legfeljebb 100 napos idétartamig folytatni kell. Ha nem
mintakhoz adni, és 28 nap utan meg kell mérni a kezelt és az ellenérzé mintakban a gliikézindukalt 1égzési sebességeket
(azaz a képz6do szén-dioxid vagy az elfogyasztott oxigén atlagos mennyiségét). A kiilonb6z6 koncentraciok alkalmaza-
saval kapott vizsgalati eredményeket regresszios modell segitségével kell elemezni, majd ki kell szdmitani az EC-érté-
keket (azaz az ECs-et, az EC,5-6t és/vagy az EC,,-et). Lasd a fogalommeghatarozasokat.

1.5. A vizsgalat érvényessége

A mezOgazdasagi vegyi anyagokkal kapott vizsgélati eredmények értékelése az ellendrzé €s a kezelt talajmintakban
felszabadul6 szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén kozotti viszonylag kis kiilonbségeken (azaz az atlag + 25%-a) ala-
pul, igy az ellen6rz6 mintak kozotti nagy eltérések hamis eredményekhez vezethetnek. A parhuzamos ellenérzé mintak
kozotti eltérésnek + 15%-nal kisebbnek kell lennie.

1.6. A vizsgalati modszer leirdsa
1.6.1. Eszk6zok

Kémiailag inert anyagbol késziilt vizsgalati edényeket kell hasznalni. Ezeknek megfeleld, a talajok inkubalasara al-
kalmazott eljarassal, példaul az dmlesztve inkubalassal vagy egyedi talajmintak sorozataként torténd inkubalassal meg-
felel6 dsszhangban 1év6 kapacitastinak kell lenniiik (lasd az 1.7.1.2. szakaszt). Ugyelni kell egyrészrél a vizveszteség
minimalizalasara, masrészrdl a gazcsere lehetdvé tételére a vizsgalat soran (példaul a vizsgalati edények perforalt poli-
etilén folidval fedhetdk le). Illékony anyagok vizsgalata esetén zarhat6 és Iégmentesen zar6do edényeket kell alkalmaz-
ni. Az edényeknek olyan méretiinek kell lenniiik, hogy a talajminta térfogatuk koriilbelill egynegyedéig toltse fel dket.
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A glikozindukalt 1égzés meghatarozasahoz inkubalo-rendszerekre és a szén-dioxid termelés vagy az oxigénfogyasz-
tas mérésére alkalmas miiszerekre van sziikség. Ilyen rendszerekre és miiszerekre példak a (8) (9) (10) és (11) hivatko-
zasban talalhatok.

1.6.2. A talajok kivalasztasa és szama

Csak egyféle talaj hasznalhatd. A javasolt talajjellemzdk a kovetkezok:

— homoktartalom: legalabb 50% és legfeljebb 75%;

— pH: 5,5-7.5;

— szervesszén-tartalom: 0,5-1,5%;

— meg kell mérni a mikrobialis biomasszat (12) (13), amelynek széntartalma a talaj teljes szervesszén-tartalmanak
legalabb 1%-a kell hogy legyen.

Az esetek tobbségében az ilyen jellemzdokkel rendelkezd talaj a legrosszabb helyzetet reprezentélja, mivel minimalis a
vizsgalando vegyiilet adszorpcidja, viszont maximalis a hozzaférhetdsége a mikroflora szamara. Kovetkezésképpen al-
taldban nincs sziikség mas talajokkal végzett vizsgalatokra. Bizonyos koriilmények kdzott azonban, példaul amikor a
vizsgalando6 anyag varhato f6 felhasznalasi teriilete a kiilonleges talajok, példaul a savanyt erddtalajok vagy az elektro-
sztatikus toltéssel rendelkezd vegyiiletek esetében is, sziikség lehet ennek egy masik talajtipussal valo helyettesitésre.

1.6.3. A talajmintak begytjtése és tarolasa

1.6.3.1. Gytijtés

Részletes informaciokkal kell rendelkezni annak a szant6f61di teriiletnek a torténetérdl, ahonnan a vizsgalati talajmin-
ta begytjtése torténik. Ilyen részletek példaul a pontos hely, a ndvénytakaro, a ndvényveédo szerekkel végzett kezelések
idépontjai, a szerves €s szervetlen tragyak alkalmazasai, a biologiai anyagok hozzdaddsa vagy a véletlen szennyezések.
A talajmintak gytijtéshez olyan helyet kell valasztani, amely hosszl tdvon hasznélhato erre a célra. Megfeleldek példaul
az allando legeldk, az évente gabonatermést (kivéve kukoricat) hozo teriiletek vagy a zoldtragyaval siirin bevetett terii-
letek. Kovetelmény, hogy a kivalasztott mintagyiijtési helyet a mintagyijtést megeldzden legalabb egy évig ne kezeljék
novényvéds szerekkel. Tovabba legalabb hat honapig ne kapjon szerves tragyazast. Asvanyi miitragya alkalmazasa csak
akkor elfogadhat6, ha a haszonndvény igényeinek megfelelden torténik, és a miitragyazast kovetden legalabb harom ho-
napig nem szabad talajmintakat venni. Keriilni kell az ismert biocid hatdsu mitragyakkal (pl. kalcium-cidnamiddal) ke-
zelt talajok alkalmazasat.

Keriilni kell a mintavételt hosszu (30 napnal hosszabb) ideig tartd szarazsag vagy elvizesedés esetén, illetve kozvetle-
niil ilyen idészakok utan. Szantott talajok esetében a mintakat 0-20 cm mélységbdl kell venni. Legeldk vagy egyéb olyan
talajok esetében, amelyeket hosszu ideig (legalabb egy vegetacios periddusig) nem szantanak fel, a mintavétel maxima-
lis mélysége 20 cm-nél kicsit tobb (pl. 25 cm) is lehet. A talajmintakat olyan edényekben és olyan hémérsékleti feltételek
mellett kell elszallitani, amelyek garantaljak, hogy a talaj eredeti tulajdonsagai nem modosulnak szignifikdns mértékben.

1.6.3.2. Térolas

Legelonydsebb a frissen gyljtott talajok alkalmazasa. Ha a laboratériumi tarolas nem keriilheto el, a talajok s6tétben,
4 + 2 °C-on legfeljebb harom honapig tarolhatok. A talajok tdroldsa soran aerob koriilményeket kell biztositani. Ha a ta-
lajmintak begytijtése olyan teriileteken tortént, ahol a talaj az év legalabb harom honapjaban fagyott, szoba johet hat ho-
napos, minusz 18 °C hdmérsékleten valo tarolas is. Minden egyes kisérlet el6tt meg kell mérni a tarolt talajok mikrobialis
biomasszdjat, s a biomassza széntartalmanak el kell érnie a talaj teljes szervesszén-tartalmanak legaldbb 1%-at (lasd az
1.6.2. szakaszt).

1.6.4. A talaj kezelése és elokészitése a vizsgalatra

1.6.4.1. Eldinkubalas

Tarolt talaj hasznalata esetén (lasd az 1.6.4.2. és az 1.7.1.3. szakaszt) ajanlatos 2-t61 28 napig terjedd eléinkubalast al-
kalmazni. Az eléinkubalas soran a talaj hémérsékletének és nedvességtartalmanak hasonlonak kell lennie a vizsgalat so-
ran alkalmazott hdmérséklethez és nedvességtartalomhoz (lasd az 1.6.4.2. és az 1.7.1.3. szakaszt).

1.6.4.2. Fizikai-kémiai tulajdonsagok

A talajbol manualisan el kell tavolitani a nagyobb targyakat (példaul koveket, ndvényi részeket stb.), majd a tulzott ki-
szaradast keriilve a talajt nedvesen at kell szitalni tigy, hogy a részecskeméret legfeljebb 2 mm legyen. A talajminta ned-
vességtartalmat desztillalt vagy ioncserélt vizzel a maximalis viztartd képesség 40—-60%-ara kell beallitani.

1.6.5. A vizsgaland6 anyag eldkészitése a talajon torténd alkalmazashoz

A vizsgaland6 anyagot altalaban hordozo segitségével kell alkalmazni. A hordozé lehet viz (vizben oldhat6 anyagok
esetében) vagy valamely inert szilard anyag, igy példaul finom kvarchomok (részecskeméret: 0,1-0,5 mm). Kertilni kell
a viztdl eltérd folyékony hordozok (példaul szerves oldoszerek, igy példaul aceton, kloroform) alkalmazasat, mivel ezek
kérosithatjak a mikroflorat. Ha hordozoként homokot hasznalunk, a homok be is vonhato a megfeleld olddszerben felol-
dott vagy szuszpendalt vizsgaland6 anyaggal. [lyen esetekben az oldoszert a talajba vald bekeverés elétt el kell parolog-
tatni. Ahhoz, hogy a vizsgaland6 anyag optimalis moédon oszoljon szét a talajban, a kdvetkez6 arany ajanlott: 10 ghomok
per 1 kilogramm szaraztalaj. Az ellenérz6 mintakat ugyanilyen mennyiségii vizzel és/vagy kvarchomokkal kell kezelni.
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Illékony vegyiiletek vizsgalata esetén keriilni kell a kezelés kozbeni veszteséget, valamint a vegyiilet talajban valo
homogén eloszlasanak biztositasara is torekedni kell (példaul a vizsgalandd anyagot tobb helyen is be kell injektalni a
talajba).

1.6.6. Vizsgalati koncentraciok

Novényvédo szerek és egyéb, megbecsiilhetd kornyezeti koncentracioval rendelkezé vegyiiletek vizsgalata esetén
legalabb két koncentracidt kell alkalmazni. Az alacsonyabb koncentracionak legalabb a gyakorlatban a talajba varhatéan
bejutd legnagyobb mennyiségnek kell megfelelnie, a magasabb koncentracionak pedig az alacsonyabb koncentracio6 va-
épiilést és 1,5 g/cm’-es talajtérfogat-siiriséget feltételezve kell kiszamolni. A kdzvetleniil a talajra kihordott mezégazda-
sagi vegyi anyagok vagy az olyan vegyliletek esetében, amelyeknek a talajba bejuté mennyisége elore jelezhetd, az ajan-
lott vizsgalati koncentraciok a kovetkezok: a megbecsiilhetd kornyezeti koncentracié (PEC) és ennek 6tszorose. Azok-
nak az anyagoknak az esetében, amelyeket egy idényben varhatdan tobb alkalommal is kihordanak a talajokra, a vizsga-
lathoz alkalmazandé koncentracié a PEC-értéknek a kihordasok maximalisan varhat6 szdmaval torténé megszorzasaval
szamithato ki. A vizsgalt magasabb koncentracionak azonban nem szabad meghaladnia az egyszeri maximalis alkalma-
zasi arany tizszeresét.

Nem mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén legalabb ot, mértani sort alkotd koncentraciot kell alkalmazni.
A vizsgalt koncentracidknak le kell fedniiik az EC ,-értékek meghatarozasahoz sziikséges tartomanyt.

1.7. A vizsgalat végrehajtasa

1.7.1. Az expozicio koriilményei

1.7.1.1. Kezelés és kontroll

Mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén a talajt harom, egyenld tomegii részre kell osztani. Két részlethez a
terméket is tartalmazo6 hordozot kell keverni, a harmadikhoz pedig csak hordozot (kontroll). Ajanlatos a kezelt és nem
kezelt talajokat is legalabb harom masolati mintaban vizsgalni. Nem mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén a
talajt hat, egyenld tomegii részletre kell osztani. Othdz a vizsgalando anyagot is tartalmazo hordozét kell keverni, a hato-
dikhoz pedig csak hordozot. A kezeléseket és az ellendrzo kisérleteket is ajanlatos legalabb harom masolati mintaban vé-
gezni. Vigyazni kell arra, hogy az anyag homogén modon legyen eloszlatva a kezelt talajmintakban. A bekeverés soran
el kell keriilni a talaj tomorodését vagy dsszecsomosodasat.

1.7.1.2. A talajmintak inkubaldsa

A talajmintak inkubalasa kétféle modon torténhet: az egyes kezelt és nem kezelt talajokbdl vagy dmlesztett mintakat
kell késziteni, vagy egy sor 6nallo és egyforma méretli részmintat. Illékony vegyiiletek vizsgalata esetén azonban a vizs-
galatot csak egy onallo részmintakbol alld sorozattal kell elvégezni. A talajok dmlesztve torténd inkubalasa esetén min-
den kezelt és nem kezelt talajt nagy mennyiségben kell elkésziteni, és a vizsgalat soran sziikség szerint ezekbol kell rész-
mintakat venni a kiillonféle analizisekhez. Az, hogy kiindulasképpen milyen mennyiséget kell késziteni az egyes kezelé-
sekhez és ellendrzo vizsgalatokhoz, fligg a részmintak méretétdl, az analizishez hasznalt masolati mintak szamatol, vala-
mint a mintavételek varhaté maximalis szamatol. A részmintak vétele el6tt az dmlesztve inkubalt talajokat alaposan
Ossze kell keverni. Ha a talajok inkubalasa 6nallo részmintak sorozataként torténik, az egyes kezelt és nem kezelt dm-
lesztett talajmintdkat a sziikséges szdmu részmintara kell felosztani, amelyeket azutan igény szerint kell felhasznalni.
Olyan kisérleteknél, amikor varhatéan tobb mint két alkalommal kell majd mintat venni, elegendd szamu részmintat kell
késziteni ahhoz, hogy azokbdl minden mésolati mintara és mintavételi alkalomra jusson. A teszttalajokat legalabb harom
masolati mintaban kell aerob koriilmények kozott inkubalni (lasd az 1.7.1.1. szakaszt). Minden egyes vizsgalat soran
megfeleld goztérrel rendelkezd edényeket kell hasznalni annak érdekében, hogy ne alakuljanak ki anaerob koriilmények.
Illekony anyagok vizsgalata esetén a vizsgélatot csak egy onallo részmintakbal 4llo sorozattal kell elvégezni.

1.7.1.3. A kisérlet koriilményei és idotartama

A vizsgalatot sotétben, 20 + 2 °C-os szobahdmérsékleten kell elvégezni. A talajmintékat a vizsgélat idtartama alatt a
talaj maximalis viztartd kapacitdsdnak 40 és 60 sz4zaléka kozotti értéken kell tartani (14sd az 1.6.4.2. szakaszt) + 5%-o0s
eltéréssel. Sziikség esetén desztillalt vagy ioncserélt viz adhatd a mintakhoz.

A vizsgalat minimalis idOtartama 28 nap. Mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén Ossze kell hasonlitani a ke-
zelt és az ellendérzd mintdkban felszabaduld szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén mennyiségét. Ha a 28. napon ezek
tobb mint 25%-kal eltérnek egymastol, a vizsgalatot addig kell folytatni, amig a kiilonbség 25%-ra vagy az ald nem csok-
ken, vagy legfeljebb 100 napig, ha az a korabbi iddpont. Nem mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén a vizs-
galat a 28. nap utan véget ér. A 28. napon meg kell hatarozni a kezelt és az ellenérz6 talajmintdkban felszabadulo
szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén mennyiségét, és ki kell szamitani az EC ,-értékeket.
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1.7.2. Mintavétel és a talajok elemzése

1.7.2.1. Talajminta-vételi program

Mezbgazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén a 0., 7., 14. és 28. napon meg kell mérni a talajmintakban a gliik6zin-
dukalt 1égzési sebességeket. Ha hosszabb idétartamtl vizsgalatot kell végezni, a tovabbi méréseket a 28. nap utan 14 na-
ponta kell végezni.

Nem mezogazdasagi vegyi anyagok vizsgalata esetén legalabb 6t vizsgalati koncentraciot kell alkalmazni, és a talaj-
mintak gliitkozindukalt 1égzését az expozicios id6szak kezdetén (0. nap) és végén (28. nap) kell megmérni. Sziikség ese-
tén be lehet iktatni egy koztes mérést is, példaul a 7. napon. A 28. napon kapott adatokbol meg kell hatarozni a vegyi
anyag EC,-értékét. Sziikség esetén a 0. napon az ellen6rz6 mintakban mért adatok segitségével meg lehet becsiilni, hogy
a talajban eredetileg milyen mennyiségben volt jelen metabolikusan aktiv mikrobialis biomassza (12).

1.7.2.2. A glikkézindukalt 1égzési sebesség mérése

Minden mintavételi idépontban meg kell hatarozni az egyes kezelt és ellendrzé masolati mintakban tapasztalhato glii-
kozindukalt 1€gzési sebességet. A talajmintakhoz olyan mennyiségii gliikozt kell keverni, hogy az azonnali maximalis
légzési valaszt valtson ki. Az adott talajban a maximalis valasz kivaltasahoz sziikséges gliilkozmennyiséget elozetes vizs-
galatokkal lehet meghatarozni, amelyhez egy sor kiilonb6z6 gliikozkoncentraciot kell alkalmazni (14). A 0,5-1,5% szer-
ves szént tartalmazo homokos talajok esetében azonban altalaban elegendd, ha 2000-2000 mg/kg szaraztalaj mennyiség-
ben adunk hozza gliikozt. A gliikoz tiszta kvarchomokkal [ 10 g homok/kg szaraztalaj] porra 6rolhetd és homogén modon
a talajhoz keverhetd.

A gliikozzal feljavitott talajmintakat a 1€gzési sebességet folyamatosan, éranként vagy kétoranként mérd, megfeleld
berendezésben (lasd az 1.6.1 szakaszt), 20 + 2 °C-on inkubalni kell. A felszabadul6 szén-dioxidot vagy elfogyasztott
oxigént 12 oran at folyamatosan mérni kell, és a mérést a lehetd leghamarabb, azaz a glilkoz hozzadadasa utan 1-2 oran
beliil el kell kezdeni. Meg kell mérni a 12 ora alatt felszabadulo szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén teljes mennyisé-
gét, és ebbdl meg kell hatarozni a kdzepes 1égzési sebességeket.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Mezdgazdasagi vegyi anyagokkal végzett vizsgalat esetén le kell jegyezni az egyes masolati talajmintdkban felszaba-
dul6 szén-dioxid vagy elfogyasztott oxigén mennyiségét, és a masolati mintak atlagat tablazatos formaban kell megadni.
Az eredményeket megfeleld és altalanosan elfogadott statisztikai modszerekkel (példaul F-teszt, 5%-os szignifikancia-
szint) kell kiértékelni. A gliikkozindukalt 1€gzési sebességet mg szén-dioxid/kg szaraztalaj/dra vagy mg oxigén/talaj (sza-
razsuly)/ora egységekben kell kifejezni. Az egyes kezeléseknél mért kozepes szén-dioxid képzddési vagy kdzepes oxi-
génfogyasztasi sebességeket dssze kell hasonlitani az ellen6rz6 mintaban mérttel, és ki kell szamitani az ellendrzé minta-
tol valo szazalékos eltérést.

Nem mezdgazdasagi vegyi anyagokkal végzett vizsgalat esetén meg kell hatdrozni az egyes masolati mintakban a felsza-
badulo szén-dioxid vagy az elfogyasztott oxigén mennyiségét, és dozis-valasz gorbét kell felvenni az EC,-értékek becslésé-
hez. A kezelt mintdkban 28 nap utdn mért gliikkozindukalt 1égzési sebességeket [mg szén-dioxid/kg széraztalaj/ora vagy
mg oxigén/talaj (szarazsuly)/ora] 6ssze kell hasonlitani az ellendrzd mintakban mérttel. Ezekbdl az adatokbol ki kell szami-
tani az egyes vizsgalati koncentraciokra vonatkozo %-os gatlasi értékeket. A szazalékos értékeket a koncentracio fliggvé-
nyében kell 4brazolni, majd statisztikai eljarasok alkalmazaséaval ki kell szdmitani az EC,~értékeket. A szamitott EC,-értékek
konfidenciahatérat (p = 0,95) is a szabvanyos eljarasok segitségével kell meghatarozni (15) (16) (17).

2.2. Az eredmények értelmezése

Ha a mezbégazdasagi vegyi anyagokkal végzett vizsgalatok eredményeinek értékelésekor az alacsonyabb koncentra-
cioju kezeléssel (azaz a maximalis becsiilt koncentracioval) és az ellendrzé mintakkal kapott 1égzési sebességek kiilonb-
sége a 28. nap utdni mintavételi idépontok valamelyikénél nem haladja meg a 25%-ot, akkor azt a kdvetkeztetést kell le-
vonni, hogy a terméknek nincs hosszu tavu hatasa a talajokban folyo szénatalakitasra. A nem mezégazdasagi vegyi anya-
gokkal végzett vizsgalatok esetében a vegyiiletek értékeléséhez az EC 55-, EC,s- és/vagy EC o-értékeket kell hasznalni.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek a kovetkez6 informaciokat kell tartalmaznia:

a talaj teljes korii azonositésa, ezen beliil:

— ateriilet foldrajzi meghatarozasa (foldrajzi hosszisag és szélesség);

— a teriilet torténetével kapcsolatos informaciok (ndvénytakard, novényvédd szerekkel vald kezelés, miitragyazas,
véletlen szennyezések stb.);
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— foldhasznalat (példaul mezogazdasagi talaj, erdd stb.);
— a mintavétel mélysége (cm);
— homok-/iszap-/agyagtartalom (% szarazsuly);
— pH (vizben);
— szervesszén-tartalom (% szarazsuly);
— nitrogéntartalom (% szarazsuly);
— kationcseréld kapacitas (mmol/kg);
kiinduléasi mikrobialis biomassza a teljes szervesszén-tartalom szazalékaban kifejezve;

— hivatkozasok az egyes paraméterek meghatarozasahoz alkalmazott médszerekre;

— atalaymintak gytijtésével és tarolasaval kapcsolatos minden informacio;

— adott esetben a talaj eléinkubalasaval kapcsolatos részletek.

Vizsgalando anyag:

— fizikai jelleg és adott esetben fizikai-kémiai tulajdonsagok;

— kémiai azonositd adatok €s ezen beliil adott esetben a szerkezeti képlet, tisztasag (ndvényvédo szerek esetében az
aktiv Osszetevd szazalékos aranya), nitrogéntartalom.

Vizsgélati kortilmények:

— atalaj szerves szubsztrattal valo javitdsanak részletei;

— avizsgalando vegyi anyag alkalmazott koncentracidinak szama és adott esetben a koncentraciok megvalasztasanak
indoklasa;

— avizsgaland6 anyag talajon valé alkalmazasanak részletei;

— inkubalasi hémérséklet;

— atalaj nedvességtartalma a vizsgalat kezdetén és a vizsgalat alatt;

— az alkalmazott talajinkubalasi modszer (6mlesztett mintak vagy 6nallo részmintak sorozata);

— masolati mintak szama;

— mintavételi idépontok.

Eredmények:

— alégzési sebesség mérésére alkalmazott modszer és berendezés;
tablazatos forméaban megadott adatok, ezen beliil a szén-dioxid vagy oxigén mennyiségek egyedi ¢és atlagértékei;
— a masolati mintak kozotti eltérések a kezelt és ellenérzé mintakban;
adott esetben a szamitasoknal alkalmazott korrekciok magyarazata;

— az egyes mintavételi idOpontokban mért glitkkozindukalt 1égzési sebességek szazalékos eltérése, vagy adott esetben
a 95 szazalékos konfidenciahatarral meghatarozott ECso-érték, a tobbi EC,-érték (azaz az EC,s vagy az EC,,) konfiden-
cia-intervallumokkal, és a dozis-valasz gorbe grafikonja;

— adott esetben az eredmények statisztikai kezelése;

— az eredmények értelmezését segitd minden informacié és megfigyelés.
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C.23. AEROB ES ANAEROB ATALAKITAS A TALAJBAN

1. MODSZER
Ez a vizsgalati modszer az OECD TG 307 (2002) modszer megfeleldje.

1.1. Bevezetés

Ez a vizsgalati mddszer meglévd iranymutatasokon alapul (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Az ennél a vizsgalati mod-
szernél ismertetett modszer célja a vegyi anyagok talajban zajlé aerob €s anaerob atalakitasanak értékelése. A kisérletek
soran meghatdrozhat6 (i) a vizsgaland6 anyag atalakuldsi sebessége, valamint (7i) azon atalakuldsi termékek jellege, il-
letve keletkezésének ¢és eltlinésének sebessége, amelyekkel a ndvények és talajlako szervezetek kapcsolatba kertilhet-
nek. Az ilyen vizsgalatokra olyan vegyi anyagok esetében van sziikség, amelyeket kozvetleniil a talajokra hordanak ki,
vagy amelyek valdsziniileg bekeriilnek a talajkornyezetbe. Az ilyen laboratériumi vizsgalatok eredményei a kapcsolodo
szantofoldi vizsgalatok mintavételi és elemzési protokolljainak kidolgozasahoz is felhasznalhatok.

Az egy talajtipussal végzett aerob és anaerob vizsgalatok altalaban elegenddek az atalakitasi itvonalak értékeléséhez
(8) (10) (11). Az atalakulasi sebességeket legalabb harom tovabbi talajban meg kell hatarozni (8) (10).

Az 1995-ben az olaszorszagi Belgirateban megrendezett, a talajok/iiledékek kivalasztasaval kapcsolatos OECD-mun-
kaértekezleten (10) megegyezés sziiletett az e vizsgalatban alkalmazand¢ talajok szamaro6l és tipusarol. A vizsgalt talajti-
pusoknak reprezentativnak kell lenniiik azon kdrnyezeti feltételek vonatkozasaban, ahol a hasznalat vagy kibocsatas tor-
ténik. Azokat a vegyi anyagokat példaul, amelyek kibocsatasa a szubtropusi-tropusi éghajlaton torténhet, Ferrasol vagy
Nitosol (FAO-rendszer) talajokkal kell vizsgalni. A munkaértekezleten az ISO Utmutato (15) alapjan ajanlésokat fogal-
maztak meg a talajmintak gytjtésével, kezelésével és tarolasaval kapcsolatosan is. Ennél a modszernél esik szo6 a rizsta-
lajok alkalmazasarol is.

1.2. Fogalommeghatarozdasok

»Vizsgalando anyag«: barmely anyag, legyen az a kiindulasi vegytilet, vagy megfeleld atalakulasi termék.

»Atalakuldsi termékek«: minden olyan anyag, amely a vizsgalando anyag biotikus vagy abiotikus atalakulasi reakcioi
nyoman keletkezik, beleértve a CO,-t, illetve a megkotott maradvanyokban 1€vo 6sszes termék.

»Megkotott maradvanyok«: A »megkotott maradvanyok« a talajban, ndvényekben vagy allatokban jelen 1év6 olyan
vegyiiletek, amelyek a kiindulasi vegyiilet vagy annak anyagcsereterméke(i)/atalakulasi termékei formajaban extrahalas
utan is a matrixban maradnak. Az extrakciés modszer alapjaban véve nem valtoztathatja meg magukat a vegytileteket
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vagy a matrix szerkezetét. A kotés jellege részben matrixmddosito extrakcios modszerek, valamint kifinomult analitikai
technikak segitségével tisztazhato. Ez idaig kovalens, ionos és szorpcids kotéseket, valamint bezarédasokat azonositot-
tak ilyen modon. A megkotdtt maradvanyok 1étrejotte altalanossagban szignifikansan csokkenti a biologiai elérhetdséget
¢s biologiai hozzaférhetdséget (12) [az IUPAC 1984-ben mddositotta (13)].

»Aerob dtalakulds«: molekularis oxigén jelenlétében végbemend reakciok (14).

»Anaerob dtalakulds«: molekularis oxigén kizarasaval végbemend reakciok (14).

»Talaj«: dsvanyi és szerves kémiai komponensek keveréke, amelyek koziil az utobbiak magas szén- és nitrogéntartal-
mu, valamint nagy molekulasulyu vegytiletek, amelyeket apré €16 szervezetek (féleg mikroorganizmusok) népesitenek
be. A talajok kétféle allapotban kezelhetok:

a) érintetlen talajok, kiilonféle talajtipusok jellegzetes rétegzodésével, ahogy azok a multban kialakultak;

b) megbolygatott talajok, példaul ahogy altalaban szant6foldeken talalhatok, vagy amikor asassal mintakat vesznek
beloliik €s e vizsgalati modszer céljara azokat felhasznaljak (14).

»Mineralizdacio«: a szerves vegyiiletek teljes mértéki lebomlasa aerob koriilmények kozott CO,-vé és H,0-v4, illetve
anaerob koriilmények kozott CH,-gyé, CO,-vé és H,O-v4. E vizsgalati modszer vonatkozasaban a "“C-jeldlt vegyiiletek
alkalmazasakor a mineralizaci6 kiterjedt lebomlast jelent, amelynek soran egy jelolt szénatom oxidaldodik, és megfeleld
mennyiségti '“CO, szabadul fel (14).

»Felezésiido«: 1,5, a vizsgalando anyag 50%-anak atalakulasadhoz sziikséges idd, ha az atalakulas elsérendi kinetika-
val leirhato; a felezési id6 fliggetlen a koncentraciotol.

»DTsy (lebomlasi idé 50)«: az az idétartam, amely alatt a vizsgalandd anyag koncentracioja 50%-kal csdkken; akkor
nem azonos a felezési idével (t,5), ha az atalakulas nem elsérendii kinetikat kovet.

»DTys (lebomldsi id6 75)«: az az idOtartam, amely alatt a vizsgalandé anyag koncentracidja 75%-kal csokken.

»DTy (lebomldsi idé 90)«: az az idOtartam, amely alatt a vizsgalandd anyag koncentracidja 90%-kal csokken.

1.3. Referenciaanyagok

Az atalakulasi termékek spektroszkopias és kromatografias modszerekkel torténo jellemzéséhez és/vagy azonositasa-
hoz referenciaanyagokat kell alkalmazni.

1.4. A vizsgalat alkalmazhatosdga

A modszer minden vegyi anyaghoz alkalmazhat6 (legyen az nem jeldlt vagy jelolt anyag), amelyhez 1étezik kielégi-
tden pontos és érzékeny analitikai modszer. Enyhén illékony, nem illékony, vizben oldhaté és vizben nem oldhaté ve-
gyliletekhez is alkalmazhato. A vizsgalat nem alkalmazhato olyan vegyi anyagokra, amelyek a talajban nagymértékben
illékonyak (példaul gaz alakt novényvédo szerek, szerves oldoszerek), és ezért nem lehet 6ket a vizsgalat kisérleti koriil-
ményei kdzott a talajban tartani.

1.5. A vizsgalando anyaggal kapcsolatos informdaciok

Az atalakulas sebességének mérésére nem jelolt vagy jelolt vizsgalando anyag is alkalmazhato. Jelolt anyagra olyan-
kor van sziikség, ha az atalakulas utvonalait kivanjuk tanulményozni vagy anyagmérleget kivanunk felallitani. A "“C-je-
161és az ajanlott, de mas izotopok, igy példaul °C, °N, *H vagy *°P is alkalmazhat6. Amennyire csak lehetséges, a jeldlést
a molekula legstabilabb részén vagy részein kell elhelyezni'. A vizsgalando anyagnak legaldbb 95%-os tisztasagunak
kell lennie.

A talajban zajlo aerob és anaerob atalakulas vizsgalatanak elvégzése eldtt a vizsgalandd anyaggal kapcsolatban az
alabbi informéciokkal kell rendelkezni:

a) oldhatosag vizben (A6. modszer);

b) oldhatosag szerves oldoszerekben;

¢) gbznyomas (A4. mddszer) és Henry-torvény allando;

d) n-oktanol/viz megoszlasi hanyados (A8. modszer);

e) kémiai stabilitas sdtétben (hidrolizis) (C7. modszer);

/) pK,, ha valamelyik molekula hajlamos a protonaldédasra vagy deprotonalddasra [112. szamil OECD Iranymutatés]

(16).

' Ha a vizsgalando anyag példaul egy gyiiriit tartalmaz, akkor ezt a gyiiriit kell megjeldlni; ha a vizsgalandé anyag két vagy tobb gyiirtit is tartalmaz, kiilon
vizsgalatokra lehet sziikség az egyes jelolt gytiriik sorsanak megismeréséhez, illetve az atalakulasi termékek keletkezésével kapcsolatos informaciok dssze-
gyijtés¢hez.



94 MAGYAR KOZLONY 2005/154/11. szdm

Tovébbi hasznos informéciok lehetnek a vizsgdlandd anyagnak a talajlaké mikroorganizmusokra gyakorolt toxicita-
saval kapcsolatos adatok [C21. és C22. vizsgalati modszer] (16).

A vizsgaland6 anyagok és atalakulasi termékeik mennyiségi és mindségi meghatarozasara szolgalo analitikai modsze-
reknek (koztiik az extrakcids és gazlekoté modszereknek) rendelkezésre kell allniuk.

1.6. A vizsgalati modszer elve

Talajmintakat a vizsgalando anyaggal kell kezelni, és ellenérzott laboratoriumi koriilmények kozott (allandd hdmér-
séklet és talajnedvesség) sotétben, biométer-tipusu lombikban vagy atfolyasos rendszerekben inkubalni kell 6ket. Meg-
felel6 idokozonként talajmintakat kell venni, amelyekben extrahalas utdn meg kell hatarozni a vizsgaland6 anyagot, il-
letve az atalakulasi termékeket. Megfelel6 adszorpcios eszkozok segitségével illékony termékek is gyiijtheték elemzés
céljara. "C-jeldlt anyagok alkalmazasaval, a fejlédd *CO, befogasa utan megmérhetdk a vizsgalando anyag kiilonféle
mineralizacios sebességei, és megallapithato az anyagmérleg, ezen beliil a lek6tott maradvanyok képzodése is.

1.7. Mindségi kévetelmények

1.7.1. Visszanyerés

A vizsgaland6 anyag hozzaadésa utan azonnal legalabb két masolati talajmintat elemezve megkaphatok az analitikai
modszer ismételhetdségével és a vizsgalando anyag alkalmazasara szolgalo eljaras egységességével kapcsolatos elsd in-
formaciok. A kisérletek késObbi szakaszaban a visszanyeréseket a vonatkozo anyagmérlegek adjak. A visszanyerések-
nek jelolt vegyiiletek esetében 90% és 110% kozott (8), nem jeldlt vegyiiletek esetében pedig 70% és 110% kozott (3)
kell mozogniuk.

1.7.2. Az analitikai modszer megismételhetosége és érzékenysége

A vizsgalando6 anyag ¢és atalakulasi termékei mennyiségi meghatarozasa vonatkozasaban (a kiindulési extrakcids ha-
tékonysag kivételével) az analitikai modszer megismételhetdsége az atalakulasi termékek megjelenéséhez elegendd
ideig torténd inkubalds utdn ugyanannak a talajkivonatnak két masolati mintaban torténd mérésével ellendrizhetd.

Az adott vizsgalando6 anyagra és atalakulési termékeire az analitikai mdodszer kimutathatosagi hatarértékének (LOD)
legaldbb 0,01 mg x kg ' talaj (mint vizsgalandé anyag), vagy — ha az a kisebb — az alkalmazott d6zis 1%-anak kell lennie.
Meg kell hatdrozni tovabba a mennyiségi meghatarozas hatarértékét (LOQ) is.

1.7.3. Az atalakulasi adatok pontossaga
cidk nyerhetdk az atalakulasi gérbe megbizhatdsagarol, és lehetdvé valik a konfidenciahatarok kiszamitasa a felezési idok-
hoz (pszeudo-elsérendii kinetika esetén) vagy a DTse-értékekhez, illetve adott esetben a DT;s- €s DTgp-értékekhez is.

1.8. A vizsgdlati modszer leirdsa

1.8.1. Berendezés és reagensek

Az inkubaloérendszerek statikus, zart rendszerekbdl vagy megfeleld atfolyasos rendszerekbdl allnak (7) (17). Megfele-
16 atfolyasos talajinkubald berendezésekre és biométer-tipust lombikokra az 1., illetve 2. abran lathatok példak. Mindkét
inkubalo-rendszernek megvannak az elényei és korlatai (7) (17).

Szabvanyos laboratoriumi eszkdzokre van sziikség, kiillondsen a kovetkezokre:

— analitikai miiszerek, példaul GLC-, HPLC-, TLC-berendezés, ezen belill a radioaktivan jelolt vagy nem jelolt anya-
gok analizisére vagy a forditott izotophigitasi mdédszerhez alkalmazhatoé megfeleld detektalo rendszerek;

— mindségi meghatarozasra alkalmazhaté miiszerek (példaul MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR stb.);

— folyadékszcintillacios szamlalo;

— oxidaloészer a radioaktiv anyagok elégetéséhez;

— centrifuga;

— extrakcios késziilék (példaul centrifugacsdvek hideg extrahalashoz és Soxhlet-késziilék reflux alatt végzett folyto-
nos extrahédlashoz);

— oldatok és kivonatok toményitésére szolgald berendezések (pl. rotacios evaporator);

— vizfiirdd;

— mechanikai keverdeszkozok (pl. dagasztogép, rotacios keverd).

Az alkalmazott kémiai reagensek példaul az alabbiak:

— NaOH, analitikai minéségii, 2 mol dm, vagy mas megfelel6 bazis (pl. KOH, etanolamin);

— H,SO0,, analitikai mindségt, 0,05 mol x dm™;

— etilén-glikol, analitikai mindség;

— szilard adszorpcids anyagok, példaul natronmész és poliuretan dugok;

— szerves oldoszerek, analitikai minéségii, példaul aceton, metanol stb.;

— szcintillacioés folyadék.
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1.8.2. A vizsgaland6 anyag alkalmazasa

A vizsgaland6 anyag talajhoz addsdhoz és abban torténé eloszlatdsdhoz azt eldszor fel kell oldani (ioncserélt vagy
desztillalt) vizben vagy ha sziikséges, minimalis mennyiségii acetonban vagy mas szerves olddszerben (6), amelyben a
vizsgalando6 anyag kellden oldhaté és stabil. A kivalasztott olddszer mennyisége azonban nem gyakorolhat szignifikans
hatasokat a talaj mikrobialis aktivitasara (lasd az 1.5. és az 1.9.2.—1.9.3. szakaszt). Keriilni kell az olyan oldoszerek, pél-
daul a kloroform, a diklor-metan és egyéb halogénezett oldoszerek alkalmazasat, amelyek gatoljak a mikrobialis aktivi-
tast.

A vizsgalando anyag szilard formaban, példaul kvarchomokkal keverve (6) vagy elég szaraz és sterilezett, kis térfoga-
tu teszttalaj-részmintaban is a talajhoz adhat6. Ha a vizsgalando anyagot olddszer alkalmazasaval adjuk a talajhoz, az ol-
doszernek el kell parolognia a vizsgaland6 anyaggal kezelt részminta eredeti, nem steril talajmintahoz tortén6 hozzaada-
sa elott.

Altalanos vegyi anyagok esetében, amelyeknél a talajba valo bejutas f6 Gitvonala a szennyviziszap vagy a mezégazda-
sagi tevékenységek, a vizsgalandd anyagot el6szor iszaphoz kell keverni, és ebben a formaban kell a talajmintaba juttatni
(lasd az 1.9.2. és az 1.9.3. szakaszt).

A formulazott termékek alkalmazasa altalaban nem ajanlott. A rosszul oldodo vizsgalando6 anyagok esetében azonban
megfeleld alternativa lehet a formulazott anyag alkalmazasa.

1.8.3. Talajok

1.8.3.1. A talaj kivalasztasa

Az atalakulasi utvonal meghatarozasahoz reprezentativ talajok alkalmazhatok, igy példaul ajanlott az olyan homokos
valyog vagy iszapos valyog vagy valyog, vagy a valyogos homok [a FAO és az USDA osztalyozasa szerint (18)], amely-
nek pH-ja 5,5 és 8,0 kozotti, szervesszén-tartalma 0,5-2,5%, mikrobialis biomasszaja pedig legalabb a teljes szerves-
szén-tartalom 1%-anak megfeleld (10).

Az atalakulasi sebesség vizsgalatokhoz legalabb harom tovabbi olyan talajt kell alkalmazni, amelyek jol reprezental-
nak egy sor megfeleld talajtipust. A kiilonféle talajokban eltérének kell lenniiik a szervesszén-tartalom, a pH, az agyag-
tartalom és a mikrobialis biomassza értékeinek.

A talajokat legalabb a szerkezet (%homok, %iszap, %agyag) [a FAO és az USDA osztalyozasa szerint (18)], a pH, a
kationcserélé kapacitds, a szerves szén, a térfogatsiiriiség, a vizvisszatartasi jellemzok” és mikrobialis biomassza (csak az
aerob vizsgalatokhoz) szempontjabol jellemezni kell. Az eredmények értelmezéséhez hasznosak lehetnek a talajok tulaj-
donsagaival kapcsolatos tovabbi informaciok is. A talajok jellemzdinek meghatarozéasara a (19) (20) (21) (22) és (23) hi-
vatkozasban ajanlott modszerek alkalmazhatok. A mikrobialis biomasszat a szubsztratindukalt 1égzési (SIR) modszerrel
(25) (26) vagy alternativ modszerekkel (20) kell meghatarozni.

1.8.3.2. A talajok gyiijtése, kezelése és tarolasa

Részletes informaciokkal kell rendelkezni annak a szant6foldi teriiletnek a torténetérdl, ahonnan a vizsgalati talajmin-
ta begytijtése torténik. Ilyen részletek példaul a pontos hely, a ndvénytakaro, a ndvényvédo szerekkel végzett kezelések,
a szerves és szervetlen tragyakkal végzett kezelések, a biologiai anyagok hozzaadasa vagy egyéb szennyezések. Nem al-
kalmazhatok atalakulési vizsgalatokhoz olyan talajok, amelyeket az elmult négy évben a vizsgalandé anyaggal vagy
szerkezeti analdgjaival kezeltek (10) (15).

A talajt frissen kell begytijteni a teriiletrdl (az A-rétegbdl vagy a felsé 20 cm-es rétegbdl) a benne 1€vo talajnedvesség-
gel egyiitt, amely megkonnyiti a szitalast. A rizsfoldekrdl szarmazo talajok kivételével keriilni kell a mintavételt a
hosszabb (> 30 napos) szarazsagok, fagyok vagy aradasok idején vagy kozvetlenil ezek utan (14). A mintakat ugy
kell szallitani, hogy kézben minimalis legyen a talaj viztartalmanak valtozasa, és — lehetdség szerint — sotétben kell
tartani, illetve biztositani kell a szabad levegObearamlast. Erre a célra altalaban megfelel egy lazan 6sszekotott polietilén
zsak.

A talajt a mintavételt kovetden a lehetd leggyorsabban fel kell dolgozni. El kell tavolitani beldle a névényi részeket, a
nagyobb méretli talajfaunat és a koveket, majd 2 mm-es szitan at kell szitalni, ami eltavolitja a kisebb kdveket, az allati és
ndvényi tormeléket is. A szitalas elétt meg kell akadalyozni a talaj erteljes kiszaradasat és osszepréselddését (15).

% A talajok vizvisszatartasi jellemz6i mérhetok szantofoldi kapacitasként, vizmegtarté kapacitasként vagy vizszivo erként (pF). A magyarazatokat lasd az
1. mellékletben. A vizsgalati jelentésben ki kell térni arra, hogy a talajok vizvisszatartasi jellemzdit és térfogatsiirliségét érintetlen szant6foldi mintakban vagy
megbolygatott (feldolgozott) mintadkban mérték-e.
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Ha a téli idoszakban (a talaj fagyottsaga vagy a hotakaré miatt) nehézkessé valik a mintavétel, akkor tiveghazban,
ndvénytakaro (pl. fii vagy fii/lohere keverék) alatt tarolt készletekbdl is vehetd talajminta. A frissen gyiijtott talajokon
végzett vizsgalatok a legelonydsebbek, de ha a begyiijtott és feldolgozott talajt a vizsgalatok megkezdése elbtt tarolni
kell, akkor a mikrobialis aktivitds megdrzése érdekében ez csak megfeleld koriilmények kozott és csak korlatozott ideig
(4 £ 2 °C-on legfeljebb harom hénapig) megengedett’. A bioldgiai atalakulasi kisérletekhez alkalmazott talajok be-
gyljtésével, kezelésével és tarolasdval kapcsolatos részletes instrukciok a (8) (10) (15) (26) és (27) hivatkozasban
talalhatok.

Mielétt a feldolgozott talaj felhasznalasra keriilne ehhez a vizsgélathoz, a mintékat el6 kell inkubélni a csirazas lehetd-
vé tétele és a magok eltavolitasa, valamint a mikrobidlis anyagcsere-egyensulynak a mintavételi vagy tarolasi koriilmé-
nyekrél az inkubacios koriillményekre valo atallast kovetden torténd helyreallitisa érdekében. Altalaban megfeleld, ha az
eldinkubalast 2—28 napig végezziik olyan homérsékleten és olyan nedvesség mellett, amely nagyjabol megkozeliti a
vizsgalati koriilményekre jellemz6 viszonyokat (15). A tarolas és eldinkubalas egylittes idétartama nem haladhatja meg
a harom honapot.

1.9. A vizsgalat végrehajtdsa

1.9.1. Vizsgalati kortilmények

1.9.1.1. Vizsgalati hdmérséklet

A talajokat a vizsgalat teljes idOtartama alatt sotétben €s olyan alland6 homérsékleten kell inkubalni, amely reprezen-
tativ a hasznalat vagy kibocsatas teriiletén uralkodo éghajlati viszonyokra. Az ajanlott hdmérséklet minden olyan vizsga-
lando anyag esetében 20 + 2 °C, amelyek mérsékelt éghajlaton bejuthatnak a talajba. A hémérsékletet nyomon kell ko-
vetni.

A hidegebb éghajlatokon (pl. az északi orszagokban vagy az 6szi-téli idészakban) alkalmazott vagy kibocsatott anya-
gok esetében tovabbi talajmintakat is inkubalni kell, de alacsonyabb hdmérsékleten (pl. 10 + 2 °C).

1.9.1.2. Nedvességtartalom

Az aerob koriilmények kozott végzett atalakulasi vizsgalatok esetében a talaj nedvességtartalmat® ugy kell beallitani,
hogy a pF-értéket 2,0 és 2,5 kozott tartsuk (3). A talaj nedvességtartalmat viztomeg / szaraz talaj tdmeg egységben kell
kifejezni, és rendszeresen ellendrizni kell (példaul 2 hetente) inkubacios lombik tomegének megmérésével, és a vizvesz-
teség viz (lehetdleg sterilsziirt csapviz) hozzdadasaval torténd kompenzalasaval. Figyelni kell arra, hogy a viz hozzaada-
sakor megakadalyozzuk vagy minimalisra csokkentsiik a vizsgalando anyag és/vagy az atalakulasi termékek parolgasi
és/vagy esetleges fotodegradacids veszteségeit.

Az anaerob vagy rizsfoldi koriilmények kozott végzett atalakulasi vizsgalatoknal a talajt elarasztassal kell viztelitetté
tenni.

1.9.1.3. Aerob inkubécios koriilmények

Az atfolyasos rendszerekben az aerob koriilményeket a rendszer idérdl idére vizzel torténd 4toblitésével vagy nedves
levegd folyamatos atfuvasaval kell fenntartani. A biométer lombikokban a légeserét diffiizio segitségével kell fenn-
tartani.

1.9.1.4. Steril aerob kortilmények

A vizsgalando anyag abiotikus atalakulasanak jelentdségével kapcsolatban ugy nyerheték informaciok, hogy a minta-
kat sterilezziik [a sterilezési modszereket 1asd a (16) és (29) hivatkozasban], hozzaadjuk a steril vizsgalando anyagot
(példaul az oldat sterilszlirén keresztiil torténd hozzaadasaval) és nedves levegével atszelldztetjiik, az 1.9.1.3. szakasz-
ban leirtak szerint. A rizstalajok esetében a talajt és a vizet sterilizalni kell, az inkubalast pedig az 1.9.1.6. szakaszban le-
irtak szerint kell végezni.

® A legfrissebb kutatasi eredmények szerint —20 °C-on a mérsékelt éghajlatrol szarmazo talajok harom honapnal tovébb is eltarthatok (28) (29) anélkiil, hogy
szignifikansan csokkenne a mikrobialis aktivitas.

* A talaj nem Iehet sem tul nedves, sem tiil szaraz annak érdekében, hogy fenntarthatd legyen a talaj mikroflorajanak megfeleld szelldzése és tapanyagellatasa.
Az optimdlis mikrobandvekedéshez az ajanlott nedvességtartalom a viztarté képesség (WHC) 40 és 60%-a kozott, illetve 0,1 és 0,33 bar kozott mozog (6).
Ez utobbi tartomany pF 2,0-2,5-nek felel meg. A kiilonboz6 talajtipusok tipikus nedvességtartalma a 2. mellékletben talalhato.
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1.9.1.5. Anaerob inkubécids koriilmények

Anaerob koriilmények kialakitasdhoz és fenntartdsdhoz a vizsgalando anyaggal kezelt és 30 napig vagy egy felezési
1d6ig vagy egy DTs-ig (amelyik a harom koziil a legrovidebb) aerob koriilmények kozott inkubalt talajt vizzel kell
elarasztani (1-3 cm-es vizréteg), az inkubéciods rendszert pedig inert gdzzal (példaul nitrogénnel vagy argonnal) kell 4t-
obliteni’. A vizsgalati rendszernek lehetévé kell tennie a kiilonféle méréseket, igy példaul a pH, az oxigénkoncentracio
¢és a redoxpotencidl meghatdrozasat, tovabba csapdakat is tartalmaznia kell az illékony termékek befogésara. A bio-
méter-tipusu rendszert le kell zarni a levegd diffuzioval torténd bejutdsanak megakadalyozasa érdekében.

1.9.1.6. Rizstalajok inkub4cids kortilményei

A rizstalajokban végbemend atalakulasok tanulméanyozasara a talajt koriilbeliil 1-5 cm vizréteggel kell elarasztani,
majd a vizsgalandd anyagot a vizfazisba kell juttatni (9). Javasolt legalabb 5 cm mélységil talajréteg alkalmazasa.
A rendszer leveg6vel atszelldztetett, ugyanigy, mint az aerob feltételek esetén. Nyomon kell kovetni, és rogziteni kell a
vizes réteg pH-jat, oxigénkoncentracidjat és redoxpotencialjat. Az atalakulasi vizsgalatok megkezdése el6tt legalabb
kéthetes eldinkubalasi idoszakra van sziikség (lasd az 1.8.3.2. szakaszt).

1.9.1.7. A vizsgalat id6tartama

A sebesség- és uitvonalvizsgalatok iddtartama altalaban nem haladhatja meg a 120 napot® (3) (6) (8), mivel azt kdvetd-
en egy, a természetes utanpotlastol izolalt mesterséges laboratdriumi rendszerben idovel a talaj mikrobialis aktivitasanak
csokkenése lenne varhat6. Ahol az a vizsgalando anyag csokkenésének, valamint a {6 atalakulési termékek képzodésé-
nek és csokkenésének jellemzéséhez sziikséges, a vizsgalatok meghosszabbithatok (példaul 6 vagy 12 honapra) (8).
A hosszabb inkubacios iddtartamokat a vizsgalati jelentésben meg kell indokolni, és csatolni kell az ilyen hosszabb id6-
tartamok soran és végén elvégzett biomasszamérések eredményeit is.

1.9.2. A vizsgalat végrehajtasa

Minden inkubacids lombikba (1asd a 3. melléklet 1. és 2. abrajat) koriilbeliil 50200 g talajt (szarazsulyra vetitve) kell
behelyezni, majd azt az 1.8.2. szakaszban leirt modszerek egyikének alkalmazasaval a vizsgalando anyaggal kell kezel-
ni. Ha a vizsgaland6 anyag alkalmazasahoz szerves oldoszert hasznalunk, azt parologtatassal el kell tavolitani a talajbol.
A talajt ezutan spatulaval és/vagy a lombik razogatasaval alaposan 6ssze kell keverni. Ha a vizsgalatot rizsfoldi koriilmé-
nyek kozott végezziik, a talajt és a vizet a vizsgalando anyag alkalmazasa utan alaposan 6ssze kell keverni. A kezelt tala-
jok kis részleteiben (pl. 1-1 g-jaban) meg kell hatarozni a vizsgaland6 anyag mennyiségét az egyenletes eloszlas ellendr-
zése érdekében. Az ezt kivalto alternativ modszert 1asd lent.

A kezelési aranynak meg kell felelnie az adott n6vényvédé szer legmagasabb, a hasznalati utasitasban javasolt alkal-
mazasi aranyanak, és a terepen megfeleld talajmélységig (példaul a talaj felsé 10 cm-es rétege’) egységes beépiilést kell
biztositania. A talajba valo beépiilés nélkiil csak a levélzetre vagy a talajra alkalmazott vegyliletek esetében példaul
2,5 cm a megfeleld mélység annak kiszamitasahoz, hogy mennyi vegyiiletet kell az egyes lombikokba bejuttatni. A talaj-
ba beépiilé vegyiiletek esetében a megfelelé mélység a hasznélati utasitasban megadott beépiilési mélység. Altalanos ve-
gyi anyagok esetében az alkalmazasi aranyt az alapjan kell megbecsiilni, hogy melyik a legjellemzdbb bejutasi Gitvonal;
ha a talajba jutas f6 utvonala példaul a szennyviziszap, a vegyiiletet olyan koncentracidéban kell az iszapba bejuttatni,
amely tlikrozi az iszapban varhato koncentraciot, és a talajhoz adando iszap mennyiségének tiikroznie kell a mezdgazda-
sagi talajok normal iszapterhelését. Ha ez a koncentracié nem elég magas a 6 atalakulasi termékek azonositasahoz,
hasznos lehet kiilon talajmintak nagyobb koncentraciokkal torténd inkubalasa, de keriilni kell a talaj mikrobialis funk-
ciojat befolyasolo tulzott mennyiségeket (1asd az 1.5. és az 1.8.2. szakaszt).

3 A feltalajokban tilnyomoéan aerob viszonyok uralkodnak és ugyanigy a felszinalatti talajokban is, ahogyan azt egy, az Eurdpai Uni6 altal szponzoralt kutatasi
program [K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods, field site, seasonal variation in subsoil temperatures and oxygen con-
tents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol., 270-277, 17-21 August 1992, Sigtuna, Sweden] is igazolta. Anaerob feltételek csak al-
kalomszeriien, a talajok erds es6zések utani elarasztasakor alakulnak ki, illetve amikor a rizsfoldeket elarasztjak.

% Azaerob vizsgélatokat joval a 120. nap elétt is be lehet fejezni, ha addigra egyértelmiien elértiik a végleges atalakitasi utvonalat és a teljes mineralizaciot. A
vizsgalat 120 napon til is befejezhetd, illetve akkor is, ha a vizsgaland6 anyag legalabb 90%-a atalakult, de csak akkor, ha mér legalabb 5% CO, képzddott.

" A kiindulasi koncentracio teriileti alapon torténd kiszamitasa a kvetkez$ egyenlet segitségével:

Alkg/ha]x10°[mg/ kg]
[m]x10*[m” / ha] x d[kg,,; / m°]

Csml[mg / kgsml] = 1

C.oit = kiindulési koncentracio a talajban [mg x kg ']
A = alkalmazési ardny [kg x ha ']; 1 = a szant6foldi talajréteg vastagsaga [m]; d = a talaj szaraz térfogatsiiriisége [kg x m°].

Altalanos szabaly, hogy az 1 kg x ha ' alkalmazasi arany a talaj felsé, mintegy 10 cm-es rétegében 1 mg x kg ' koncentraciot alakit ki (feltéve, hogy a térfogat-
nom 3
stirliség 1 g x cm ™).
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Vagy nagyobb mennyiségii (1-2 kg) talaj is kezelhet6 a vizsgalandé anyaggal, megfelel6 keverd berendezésben ala-
posan elkeverve és végiil kis, 50-200 g-os részletekben az inkubacids lombikba téve (példaul mintaosztok segitségével).
A kezelt talaj kis (példaul 1 g-os) részleteiben meg kell hatarozni a vizsgalandé anyag mennyiségét, igy ellendrizve an-
nak egyenletes talajbeli eloszlasat. Az ilyen eljaras azért elény0s, mert lehetdvé teszi a vizsgalandd anyag még egyenle-
tesebb eloszlasat a talajban.

A nem kezelt talajmintakat is ugyanolyan (aerob) koriilmények kozott kell inkubalni, mint a vizsgaland6 anyaggal ke-
zelt mintakat. Ezeket a mintakat a biomasszanak a vizsgalat soran és végén torténd meghatarozasara kell felhasznalni.

Ha a vizsgaland6 anyagot szerves olddszer(ek)ben torténd feloldas utan vissziik fel a talajra, az azonos mennyiségii ol-
doszerrel vagy oldoszerekkel kezelt talajmintakat ugyanolyan (aerob) koriilmények kozott kell inkubalni, mint a vizsga-
land6 anyaggal kezelt mintakat. Ezeket a mintakat a vizsgélatok elején, alatt és végén végzett biomasszamérésekhez kell
felhasznalni, amelyekkel az oldoszer(ek)nek a mikrobas biomasszara gyakorolt esetleges hatasai mérhetdk fel.

A kezelt talajokat tartalmazo lombikokat vagy az 1. abran bemutatott atfolyasos rendszerhez kell kapcsolni, vagy a
2. 4brédn bemutatott adszorpcids oszloppal kell lezarni (lasd a 3. mellékletet).

1.9.3. Mintavétel és mérés

Megfelel6 id6kdzonként parhuzamos inkubécios lombikokat kell eltavolitani, és a talajmintakat megfeleld, kiilonbo-
z6 polaritasu oldoszerekkel kell extrahalni, majd meg kell hatarozni benniik a vizsgélandé anyagot és/vagy az atalakulasi
termékeket. Egy jol megtervezett vizsgalatban elegendd szamu lombikot hasznalunk ahhoz, hogy minden egyes minta-
vételi idopontban két lombikbol tudjunk mérést végezni. Az egyes talajmintak inkubalasa soran és végén kiilonb6zo id6-
kozonként (az els6 honapban 7 naponta, majd utana 17 naponta) el kell tavolitani az adszorpcios oldatot vagy szilard ad-
szorpcids anyagot, és meg kell benniik hatarozni az illékony termékeket. A kozvetleniil az alkalmazas utan vett talajmin-
tan (0. napi minta) kiviil legalabb 5 tovabbi mintavételi pontot kell beiktatni. Az idokozoket tgy kell megvalasztani,
hogy meghatarozhaté legyen a vizsgalando anyag csokkenésének mintazata és az atalakulasi termékek képzddésének és
csokkenésének mintazata (példaul 0., 1., 3., 7. nap; 2, 3 hét; 1, 2, 3 honap stb.).

“C-jeldlt vizsgalando anyag alkalmazasa esetén a nem extrahdlhaté radioaktivitast égetéssel kell meghatarozni, és
minden egyes mintavételi intervallumra anyagmérleget kell szamitani.

Az anaerob ¢és a rizstalajos inkubdlas esetén a talajban és a vizes fazisban egyiittesen kell meghatarozni a vizsgalando
anyagot ¢s az atalakitasi termékeket, vagy az extrahdlas és mérés el6tt szliréssel vagy centrifugalassal kell szétvalasztani
Oket.

1.9.4. Opcionalis vizsgalatok

A homérsékletnek és a talajnedvességnek a vizsgalandd anyag és/vagy atalakitasi termékei talajbeli atalakulasara gya-
korolt hatasanak becsléséhez hasznos lehet, ha mas hdmérsékleteken és talajnedvességek mellett is végziink aerob, nem
steril vizsgalatokat.

A nem extrahalhat6 radioaktivitas tovabbi jellemzése megkisérelhetd példaul szuperkritikus folyadékextrakcidval is.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

A vizsgalandd anyag, az atalakuldsi termékek, az illékony anyagok (csak %-osan), és a nem extrahalhatd rész
mennyiségét minden egyes mintavételi intervallumra az alkalmazott kiindulasi koncentracio %-aban, illetve adott eset-
ben mg x kg ' talaj (szarazsulyra vetitve) egységben kell megadni. Az alkalmazott kiindulasi koncentracié szdzalékaban
anyagmérleget is fel kell allitani minden egyes mintavételi intervallumra. A vizsgalandé anyag koncentracioit az id6
fliggvényében abrazolva megbecsiilhetd a vizsgalandd anyag atalakulasanak felezési ideje vagy DTs,-értéke. Meg kell
hatarozni a f6 atalakulési termékeket, valamint ezek koncentracigjat is fel kell venni az id6 fliggvényében, hogy képzo-
dési és csokkenési sebességiik megallapithatd legyen. FO atalakuldsi termék minden olyan termék, amely a vizsgalat
soran barmikor az alkalmazott d6zis legalabb 10%-nak megfelelé mennyiségben van jelen.

A befogott illékony termékek is adhatnak némi informéaciot a vizsgalandd anyag és annak atalakulasi termékei talajbol
valo elillanasi hajlamarol.

A felezési id6 vagy DTsy-értékek, illetve adott esetben a DT,s- €s DTyp-értékek pontosabb meghatarozasat megfeleld
kinetikai modellszamitasok alkalmazasaval kell elvégezni. A felezési id6t és a DTsp-értékeket az alkalmazott modell le-
irasaval, a kinetika rendiiségével és a determinacids koefficienssel (r°) egyiitt kell a jelentésben feltiintetni. Az elsérendii
kinetikat kell elényben részesiteni, kivéve, har* <0,7. Adott esetben a szamitdsokat a f6 atalakulasi termékekre is alkal-
mazni kell. A megfelelé modellekre példak a (31)—~(35) hivatkozasban talalhatok.



2005/154/11. szam MAGYAR KOZLONY 99

A sebességvizsgalatok tobb kiilonbozd hdmérsékleten torténd végzése esetén az atalakitasi sebességeket kisérleti
hémérséklet tartomanyon beliil a hdmérséklet fliggvényében kell leirni az alabbi Arrhenius-Osszefliggés alkalmazésaval:

k =Axe *"vagy Ink =lnA—¥B,

ahol In A és B az In k-nak az 1/T fiiggvényében valo linearis regresszidjaval eldallitott legjobb illesztésii egyenes ten-
gelymetszetébdl és meredekségbdl szarmazo regresszios allandok; a k a T hdmérsékletnél kapott sebességi allando;
T pedig a hémérséklet Kelvinben megadva. Ugyelni kell arra, hogy abban az esetben, ha az 4talakitast a mikrobiélis hatas
szabdlyozza, akkor az Arrhenius-6sszefliggés csak egy igen korlatozott hdmérsékleti tartomanyban lesz érvényes.

2.2. Ertékelés és az eredmények értelmezése

Bar a vizsgalatokat mesterséges laboratoriumi rendszerekben végezziik, az eredmények lehetové teszik a vizsgalando
anyagok atalakulasi sebességének, valamint az atalakulasi termékek képzddési és csdkkenési sebességének szantofoldi
koriilmények kozotti becslését (36) (37).

A vizsgalando anyag atalakuldsi utvonaldnak vizsgalata informaciot szolgéltat arrdl, hogy az alkalmazott anyag szer-
kezete milyen valtozdsokon megy keresztiil a talajban a kémiai és mikrobidlis reakcidk hatdsara.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés

A vizsgalati jelentésnek a kovetkezoket kell tartalmaznia:

Vizsgaland6 anyag:

— hétkdznapi név, kémiai elnevezés, CAS-szam, szerkezeti képlet [radioaktivan jeldlt anyagok alkalmazasa esetén a
jelolés(ek) elhelyezkedése] és a 1ényeges fizikai-kémiai tulajdonsagok (lasd az 1.5. szakaszt);

— avizsgaland6 anyag tisztasaga (szennyezései);

— ajelolt anyagok radiokémiai tisztasaga és specifikus aktivitasa (adott esetben);

referenciaanyagok:

— az atalakitasi termék jellemzésére és/vagy azonositasara alkalmazott referenciaanyagok kémiai elnevezése és szer-
kezete;

vizsgalt talajok:

— a gyljtés helyével kapcsolatos adatok;

— atalajmintavétel id6pontja és az alkalmazott eljaras;

— atalajok tulajdonsagai, példaul a pH, a szervesszén-tartalom, a szerkezet (% homok, % iszap, % agyag), a kation-
cserél6 kapacitas, a térfogatsiiriiség, a vizvisszatartasi jellemzdk, és a mikrobidlis biomassza;

— adott esetben a talaj tarolasanak idétartama és koriilményei;

vizsgalati koriilmények:

— avizsgalatok elvégzésének idépontjai;

— avizsgaland6 anyag alkalmazott mennyisége;

— az alkalmazott oldoszerek és a vizsgaland6 anyag alkalmazasara hasznalt modszer;

— a kezdetben kezelt és az egyes analizisek id6pontjaban megmintazott talaj tomege;

— az alkalmazott inkubacids rendszer ismertetése;

— légaramsebesség (csak az atfolydsos rendszerek esetében);

— akisérleti rendszer hdmérséklete;

— atalaj nedvességtartalma az inkubalas soran;

— mikrobialis biomassza az aerob vizsgalatok kezdetekor, alatt és végén;

— pH, oxigénkoncentracié és redoxpotencial az anaerob ¢€s rizsfoldi vizsgalatok kezdetekor, alatt és végén,;

— extrakcios modszer(ek);
a vizsgaland6 anyagnak és fontosabb atalakulasi termékeinek a talajban és az adszorpcids anyagokban torténd
mennyiségi és mindségi meghatarozasara alkalmazott médszerek;

— masolati mintak és ellen6rz6 mintak szdma.

Eredmények:

— a mikrobidlis aktivitds meghatdroz4sanak eredményei;

— az alkalmazott analitikai modszerek megismételhetdsége és érzékenysége;
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— visszanyerési aranyok (egy érvényes vizsgalat %-os értékei az 1.7.1. szakaszban vannak feltiintetve);

— az alkalmazott kiindulasi dozis %-aban és adott esetben mg x kg ' talaj (szarazstlyra vetitve) egységben is kifeje-
zett eredmények tablazatos osszefoglalasa;

— anyagmérleg a vizsgalatok kozben és végén;

— anem extrahalhat6 (kotott) talajbeli radioaktivitas vagy maradvanyok jellemzése;

— a felszabadul6 CO, és mas illékony vegyiiletek mennyisége;

— atalajbeli koncentraci6 iddbeli fiiggvényének abrazolasa a vizsgalandd anyagra és adott esetben annak f6 atalaku-
lasi termékeire;

— felezési id6 vagy DTsy-, DTys- €s DTop-értékek a vizsgalandd anyagra és adott esetben annak {6 atalakulési termé-
keire, a konfidenciahatarokkal egyiitt;

— a steril koriilmények kozotti abiotikus lebontasi sebesség becslése;

— avizsgalando anyag és adott esetben annak f6 atalakuldsi termékei atalakulasi kinetikajanak becslése;

— adott esetben az atalakitas javasolt Gitvonalai;

— az eredmények targyaldsa és értelmezése;

— nyers adatok (minta kromatogramok, atalakitasi sebességek mintaszamitasai, €s az atalakulasi termékek azonosi-
tasnak maodja).
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1. melléklet

Vizszivé erd, szant6foldi vizkapacitas (FC) és viztarto képesség (WHC)?

A vizoszlE)cpmr;lagassaga PEC) bar (°) Megjegyzések
10’ 7 10* Széraz talaj
1,6 x 10* 42 16 Hervadaspont
10* 4 10
10° 3 1
6 x 10 2,8 0,6
3,3 x 10° 2,5 0,33 (9
10° 2 0,1
60 1,8 0,06 Szantofoldi vizkapacitas
tartomany )
33 1,5 0,033
10 1 0,01 WHC (kozelités)
1 0 0,001 Vizzel telitett talaj
(a) pF = a vizoszlopmagassag cm-ben kifejezett értékének logaritmusa.
(b) 1 bar = 10° Pa.
(c) Homokban kortilbeliil 10%-os, valyogban koriilbeliil 35%-o0s, agyagban pedig kortilbeliil 45%-os viztartalomnak
felel meg.
(d) A szant6foldi vizkapacitas nem allandd, hanem talajtipusként eltérd, és pF 1,5 és 2.5 kozott valtozik.

A vizszivo er6t vizoszlop-cm vagy bar mértékegységben mérjiik. A szivoerd nagysaga igen széles tartomanyban mo-
zoghat, ezért egyszertien csak pF-értékként adjuk meg, amely a vizoszlop-cm érték logaritmusa.
A szant6foldi vizkapacitas azt a vizmennyiséget jelenti, amelyet egy természetes talaj egy hosszabb esézés vagy kelld

mértékl ontdzes utan 2 nappal gravitacio ellenében tarolni tud. A szant6foldi vizkapacitast érintetlen talajban, in situ, a
terepen hatarozzak meg. A mérés tehat nem alkalmazhaté megbolygatott, laboratoriumi talajmintakra. A megbolygatott
mintakban meghatarozott FC-értékek nagyobb szisztematikus varianciat mutathatnak.

A viztartd képességet (WHC) laboratoriumban hatarozzak meg érintetlen és megbolygatott talajokban igy, hogy egy
talajoszlopot kapillaris transzport utjan vizzel telitenek. Kiilonosen jol alkalmazhatd megbolygatott talajok esetében, €s
akar 30%-kal is meghaladhatja a szant6foldi vizkapacitast (1). Emellett egyszeriibben meghatarozhato kisérletileg, mint
a megbizhato FC-értékek.

¥ Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag,

Frankfurt, Main.

2. melléklet

Kiilonb6z6 orszagokbdl szarmazo kiilonbo6zo talajtipusok nedvességtartalma

(g viz/100 g szaraz talaj)

_ Talajnedvesség
Talajtipus Orszag N
WHC () pF=128 pF=25

Homok Németorszdg 28,7 8,8 39
Valyogos homok Németorszag 504 17,9 12,1
Valyogos homok Sviajc 44,0 353 9,2
Iszapos valyog Sviajc 72,8 56,6 28,4
Agyagos valyog Brazilia 69,7 384 273
Agyagos valyog Japan 74,4 57,8 314
Homokos valyog Japan 82,4 59,2 36,0
Iszapos valyog USA 47,2 33,2 18.8
Homokos valyog USA 40,4 25,2 13,3
(") Viztarté képesség
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3. melléeklet

1. abra

Példa vegyi anyagok talajbeli dtalakuldsanak vizsgalatdra szolgalo
dtfolydsos késziilékre (1) (2)

1: tliszelep 4: talajanyagcsere-palack (vizes 6: kénsavcsapda a lugos illékony

2: vizet tartalmazé gdzmosoé liveg elarasztas csak anaerob vagy rizs- vegyliletekhez

3: ultramembran (csak steril koriil- foldi mérési koriilmények esetén) 7, 8: natrium-hidroxid csapda a
mények esetén), porusméret: 5: etilénglikol csapda az illékony CO,-h6z és mas savas illékony
0,2 pm szerves vegyiiletekhez vegyiiletekhez

9: dramlasméro.

LEVEGO
vagy N,

KED

' Il‘ iy I

2. abra

Példa vegyi anyagok talajbeli atalakulasanak vizsgdlatdra szolgalo
biométer-tipusu lombikra (3)

£7:34] Natronmész a CO, megkotésére

— Olajjal kezelt tiveggyapot vagy
poliuretanhab az illékony szerves
anyagok megkotésére

FRE RN AT Talaj + vizsgaland6 anyag

(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 ES ANAEROB ATALAKITAS ViZI ULEDEKRENDSZEREKBEN

1. MODSZER
Ez a vizsgalati modszer az OECD TG 308 (2002) modszer megfeleldje.

1.1. Bevezetés

A sekély és mély felszini vizekbe a vegyi anyagok juthatnak be példaul a kdvetkez6 utvonalakon keresztiil: kdzvetlen
alkalmazas, permetszéthordas, felszini elfolyas, belvizelvezetés, hulladéklerakas, ipari, haztartasi vagy mezdgazdasagi
szennyvizek és 1égkori kitilepedés. Ez a vizsgélati mddszer egy olyan laboratériumi médszert ismertet, amellyel szerves
anyagok aerob és anaerob atalakulasat vizsgalhatjuk vizi iiledékrendszerekben. Ez a modszer meglévd iranyelveken ala-
pul (1) (2) (3) (4) (5) (6). Az 1995-ben az olaszorszagi Belgirateban megrendezett, a talajok/iiledékek kivalasztasaval
kapcsolatos OECD-munkaértekezleten (7) megegyezés sziiletett az e vizsgalatban alkalmazand¢ tiledékek szamardl és
tipusarol. A munkaértekezlet egy ISO Utmutat6 (8) alapjan ajanlasokat fogalmazott meg az iiledékminték gyiijtésérol,
kezelésérdl és tarolasarol is. Az ilyen vizsgalatokra olyan vegyi anyagok esetében van sziikség, amelyek kozvetleniil a
vizekbe keriilnek, vagy amelyek a fenti titvonalakon at valészintileg bekeriilnek a vizi kornyezetbe.

A természetes vizi liledékrendszerekben a felsd vizfazis gyakran aerob. Az liledék felszini rétege lehet acrob vagy
anaerob is, a mélyebb liledék viszont altalaban anaerob. Ez a dokumentum aerob és anaerob vizsgalatokat is ismertet an-
nak érdekében, hogy a fenti lehetdségek mindegyikét feldlelje. Az acrob vizsgalat egy aerob iiledékréteg felett elhelyez-
ked6 aerob vizoszlopot szimulal, ahol az aerob iiledékréteget alulrol egy anaerob gradiens hatarolja. Az anaerob vizsga-
lat egy teljesen anaerob viz-iiledék rendszert szimulal. Ha a koriilmények arra utalnak, hogy jelentés mértékben el kell
térni az itt megfogalmazott ajanlasoktol, példaul amiatt, hogy ép tliledékmagokat vagy olyan iiledékeket hasznalunk,
amelyek esetleg érintkezésbe 1éphettek a vizsgalandé anyaggal, akkor a célra mas modszerek is rendelkezésre allnak (9).

1.2. Fogalommeghatarozdsok

Minden esetben SI (Standard International) egységeket kell hasznalni.

»Vizsgalando anyag«: barmely anyag, legyen az a kiindulasi vegytilet, vagy megfeleld atalakulasi termék.

»Atalakuldsi termékek«: minden olyan anyag, amely a vizsgalando anyag biotikus és abiotikus atalakulasi reakcioi-
ban keletkezik, ideértve a CO,-t és minden kotott maradvanyt is.

»Kotott maradvanyok«: a talajban, ndvényekben vagy allatokban jelen 1évo olyan vegyiiletek, amelyek a kiindulasi
anyag vagy anyagcsereterméke(i) formajaban extrakcid utdn is a matrixban maradnak. Az extrakcios modszer alapjaban
véve nem valtoztathatja meg magukat a vegyiileteket vagy a matrix szerkezetét. A kotés jellege részben matrixméddositd
extrakcios modszerek, illetve kifinomult analitikai technikak segitségével tisztazhatd. Ez idaig kovalens, ionos €s szorp-
cios kotéseket, valamint zarvanyokat azonositottak ilyen mdodon. A kotott maradvanyok 1étrejotte altalaban szignifikan-
san csokkenti a bioldgiai elérhetdséget és bioldgiai hozzaférhetdséget (10) [az [UPAC 1984-ben modositotta (11)].

»Aerob dtalakulds«: (oxidalo): molekularis oxigén jelenlétében végbemend reakciok (12).

»,Anaerob datalakulas«: (redukald): molekularis oxigén kizarasaval végbemend reakciok (12).

»Természetes vizek«: tavakbol, folyokbol, patakokbol stb. szarmazo felszini vizek.

»Uledék«: asvanyi és szerves kémiai komponensek keveréke, amelyek koziil az utobbiak magas szén- és nitrogéntar-
talmu és nagy molekulastlyu vegyiiletek. A természetes vizekbdl tilepednek ki és azzal hatarfeliiletet képeznek.

»Mineralizacio«: a szerves vegyiiletek teljes mértéki lebomlasa aerob koriilmények kozott CO,-vé €s H,O-v4, illetve
anaerob koriilmények kozott CH,-gyé, CO,-vé és H,O-va. E vizsgalati médszer vonatkozasaban radioaktivan jelolt ve-
gyliletek alkalmazasakor a mineralizacio egy molekula nagyfoku lebomlasat jelenti, amelynek soran egy jeldlt szénatom
kvantitativan oxidalodik vagy redukalodik, és az ennek megfeleld mennyiségii “CO,, illetve '“CH, szabadul fel.

»Felezési ido«: tys5, a vizsgalando anyag 50%-anak atalakulasahoz sziikséges 1d6, ha az 4talakulds elsérendii kinetika-
val irhato le; a felezési 1d6 fiiggetlen a kiindulési koncentraciotol.

»DTs, (lebomlasi idd 50)«: az az idétartam, amely alatt a vizsgalandé anyag kiindulasi koncentracidja 50%-kal csok-
ken.

»DT;s5 (lebomlasi idé 75)«: az az id6tartam, amely alatt a vizsgalandé anyag kiindulési koncentracioja 75%-kal csok-
ken.

»DTy, (lebomlasi idd 90)«: az az idétartam, amely alatt a vizsgalandd anyag kiindulasi koncentracioja 90%-kal csok-
ken.

1.3. Referenciaanyagok

Az atalakulasi termékek spektroszkopids ¢s kromatografias modszerekkel torténd azonositasdhoz és/vagy mennyiségi
méréséhez referenciaanyagokat kell alkalmazni.
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1.4. A vizsgalando anyaggal kapcsolatos informdciok

Az atalakulas sebességének mérésére nem jelolt vagy izotoppal jeldlt vizsgalandd anyagot is alkalmazhatunk, bar
elényben kell részesiteni a jelolt anyagokat. Jelolt anyagra olyankor van sziikség, ha az atalakulasi utvonalakat kivanjuk
tanulméanyozni vagy anyagmérleget akarunk felvenni. A "“C jellés az ajanlott, de mas izotdpok, igy példaul °C, “N, *H
vagy P is alkalmazhato. A jeldlést lehetéleg a molekula legstabilabb részén vagy részein kell elhelyezni’. A vizsgalan-
do6 anyag kémiai és/vagy radiokémiai tisztasaganak legalabb 95%-nak kell lennie.

A vizsgalat elvégzése eldtt az alabbi informaciokkal kell rendelkezni a vizsgaland6 anyagrol:

a) oldhatosag vizben (A6. modszer);

b) oldhatosag szerves oldoszerekben;

¢) gbéznyomas (A4. mddszer) és Henry-allando;

d) n-oktanol/viz megoszlasi hanyados (A8. modszer);

e) adszorpcios koefficiens (adott esetben Kg, K; vagy K,.) (C18. mddszer);

f) hidrolizis (C7. modszer);

g) disszociacios allandé (pK,) [112. szami OECD Utmutato] (13);

h) vizsgaland6 anyag kémiai szerkezete €s adott esetben az izotopjeldlés(ek) elhelyezkedése.

Megjegyzés: A jelentésben azt is fel kell tiintetni, hogy a méréseket milyen homérsékleten végeztiik.

Tovabbi hasznos informaciok lehetnek a vizsgalandd anyag mikroorganizmusokra gyakorolt toxicitasaval kapcsola-
tos informaciok, a gyors és/vagy inherens bioldgiai lebonthatdsdggal kapcsolatos adatok, valamint a talajbeli aerob és
anaerob atalakulassal 6sszefliggd adatok.

Rendelkezésre kell hogy alljanak a vizsgaland6 anyagoknak és atalakulasi termékeiknek vizben és tiledékben torténd
mennyiségi ¢s mindségi meghatarozasara szolgald analitikai médszerek (ezen beliil az extrakcids és edényzettisztitasi
modszerek) (lasd az 1.7.2. szakaszt).

1.5. A vizsgalati modszer elve

Az itt ismertetett modszer egy aerob €s egy anaerob vizi iiledékrendszert (lasd az 1. mellékletet) alkalmaz, amely lehe-
tové teszi, hogy:

(i) mérjiik a vizsgalandd anyag atalakulasanak sebességét a viz-liledék rendszerben,

(i7) mérjiik a vizsgalando6 anyag atalakuldsanak sebességét az iiledékben,

(iii) mérjiik a vizsgaland6 anyag és/vagy atalakulasi termékei mineralizacidjanak sebességét (ha "‘C-jeldlt vizsgalan-
d6 anyagot alkalmazunk),

(iv) azonositsuk és mennyiségileg is meghatarozzuk az atalakulési termékeket a viz- és az iiledékfazisban, és ezen be-
lill anyagmérleget is készitsiink (ha jelolt vizsgalando anyagot alkalmazunk),

(v) sotétben (példaul az algaviragzast elkeriilendd) és allandd hémérsékleten torténd inkubalassal mérjiik a vizsgéalan-
d6 anyag és atalakulasi termékei megoszlasat a két fazis kozott. Ha az adatok indokoljak, meg kell hatarozni a felezési
id6t, valamint a DTso-, DT55- €s DTge-értékeket is, de a kisérleti idészakot joval meghalad6 iddtartamokra nem szabad
extrapolalni (lasd az 1.2. szakaszt).

Legalabb két-két iiledékre és a hozzajuk kapcsolddé vizekre van sziikség az aerob, illetve az anaerob vizsgalatokhoz
(7). Lehetnek azonban olyan esetek is, amikor tobb mint kétféle vizi tiledéket kell hasznalni, igy példaul olyan vegyi
anyag esetében, amely édesvizekben és/vagy tengeri kdrnyezetben is megjelenhet.

1.6. A vizsgalat alkalmazhatosaga

A moédszer barmilyen kémiai anyaghoz alkalmazhato (legyen az nem jeldlt vagy jelolt anyag), amelyhez 1étezik kielé-
gitéen pontos és érzékeny analitikai mddszer. Enyhén illékony, nem illékony, vizben oldhat6 és vizben kevéssé oldhatd
vegyliletekre is alkalmazhato. A vizsgélat nem alkalmazhat6 olyan vegyiiletekre, amelyek a vizben nagymértékben illé-
konyak (pl. gdzalakta novényvédo szerek, szerves oldoszerek), és ezért nem lehet dket a vizsgalat kisérleti koriillményei
kozott a vizben és/vagy az tiledékben tartani.

A modszerrel az eddigickben vegyi anyagok édesvizekben és tiledékeikben torténd atalakulasat vizsgaltak, de elvben
torkolati/tengeri rendszerekhez is alkalmazhat6. Nem alkalmas azonban folydvizi vagy nyilttengeri koriilmények szimu-
lalasara.

’ Ha példaul a vizsgalandé anyag egy gyfiriit tartalmaz, akkor ezt a gyfiriit kell megjeldlni. Ha a vizsgalando anyag két vagy tobb gyiiriit is tartalmaz, esetleg
kiilon vizsgalatot kell végezni az egyes jelolt gytirlik sorsanak megismeréséhez, illetve az atalakulasi termékek keletkezésével kapcsolatos informaciok dssze-
gylijtéséhez.



106 MAGYAR KOZLONY 2005/154/11. szdm

1.7. Mindségi kévetelmények

1.7.1. Kinyerési fok

A vizsgaland6 anyag hozzaadasa utan azonnal legalabb két parhuzamos viz- vagy tiledékminta extraktumat elemezve
kaphatjuk az analitikai médszer ismételhetdségével és a vizsgalandd anyag alkalmazasara szolgalo eljaras egységessé-
gével kapcsolatos els6 informaciokat. A kisérletek kés6bbi szakaszaban a kinyerési fokokat a vonatkozé anyagmérlegek
adjak (ha jeldlt anyagot alkalmazunk). Jelolt vegyi anyagok esetén 90% és 110% kozé (6), nem jeldlt vegyi anyagok ese-
tén pedig 70% és 110% kozé kell esnie a kinyerési foknak.

1.7.2. Az analitikai modszer ismételhetGsége és érzékenysége

A vizsgaland6 anyag és atalakulési termékei mennyiségi meghatarozasara hasznalt analitikai modszer ismételhetdsé-
gét az atalakulasi termékek megjelenéséhez elegendd ideig végzett inkubalas utan a vizbdl vagy iiledékbdl egy extraha-
lassal nyert kivonat két parhuzamos mérésével ellendrizhetjiik (a kezdeti extrakcids hatasfok kivételével).

Az adott vizsgalando anyagra és 4talakulési termékeire az analitikai modszer kimutatasi hataranak (limit of detection,
LOD) vizben vagy iiledékben legalabb 0,01 mg x kg '-nak (mint vizsgaland6 anyag), vagy —ha az a kisebb — egy vizsga-
lati rendszerben alkalmazott kiindulasi mennyiség 1%-anak kell lennie. Meg kell allapitani emellett a mennyiségi meg-
hatarozas hatarat (limit of qualification, LOQ) is.

1.7.3. Az atalakulasi adatok pontossaga
kat kaphatunk az atalakulasi gorbe pontossagardl, és lehetévé valik a konfidenciahatarok kiszdmitasa a felezési idokhoz
(pszeudo-elsérendil kinetika esetén) vagy a DTsy-értékekhez, illetve adott esetben a DTs- és DTyp-értékekhez is.

1.8. A modszer ismertetése

1.8.1. Vizsgalati rendszer és késziilék

A vizsgalatot iivegedényekben (pl. palackokban és centrifugacsdvekben) kell végezni, kivéve, ha az el6zetes informa-
ciok (igy példaul az n-oktanol/viz megoszlasi hanyados, a szorpcids adatok stb.) szerint a vizsgalandé anyag megtapad-
hat az tivegfeliileten, ilyenkor esetleg fontolora kell venni mas szerkezeti anyag (igy példaul teflon) alkalmazasat. Az
alabbi modszerek alkalmazasaval enyhithetjiik a problémat, ha ismert, hogy a vizsgélandé anyag megtapad az tivegfelii-
leten:

— meghatarozzuk az iivegfeliilethez kotdédo vizsgalandd anyag és atalakuldsi termékek tomegét;

— avizsgalat végén minden iivegedényt oldoszerrel mosunk;

— formulézott terméket alkalmazunk (lasd még az 1.9.2. szakaszt);

— avizsgaland6 anyagot nagyobb mennyiségli tarsoldoszerrel egyiitt vezetjiik be a vizsgalati rendszerbe; csak olyan
tarsoldoszert szabad haszndalni, amely nem oldja a vizsgalandé anyagot.

A tipikus vizsgalati késziilékekre, azaz a gazatfolyasos és a biométer-tipusu rendszerre a 2., illetve 3. mellékletben lat-
hatunk példakat (14). Tovabbi alkalmazhat6 inkubald rendszereket ismertet a (15) hivatkozas. A kisérleti berendezést
ugy kell kialakitani, hogy lehetové tegye a 1ég- vagy nitrogéncserét ¢s az illékony termékek befogasat. A berendezés mé-
reteit pedig tigy kell megvalasztani, hogy teljesiiljenck a vizsgalatra vonatkozo6 kovetelmények (lasd az 1.9.1. szakaszt).
A ventillaciot vagy 6vatos buborékoltatassal, vagy a vizfelszin feletti levego- vagy nitrogénbefijassal kell biztositani.
Ez utobbi esetben ajanlatos Iehet a vizet feliilrél dvatosan kevertetni, hogy az oxigén vagy a nitrogén egyenletesebben
oszoljon szét a vizben. Nem szabad CO,-mentes levegdt hasznalni, mivel az a viz pH-janak novekedését eredményezhe-
ti. Az liledék perturbacioja egyik esetben sem kivanatos, és Iehetdség szerint minél inkabb keriilni kell. Az enyhén illé-
kony vegyi anyagokat biométer-tipust rendszerben kell vizsgalni a vizfelszin 6vatos kevertetése mellett. Alkalmazhato
tovabba 1égkori levegds vagy nitrogénes gaztérrel rendelkez6 zart rendszer is, amely az illékony termékek elnyeletésére
bels6 fiolakat tartalmaz (16). Aerob vizsgalatok esetében rendszeresen cserélni kell a gaztérben 1évé levegdt, hogy kom-
penzalni lehessen a biomassza oxigénfogyasztasat.

Az illékony atalakulasi termékek gyijtésére alkalmas elnyeleté folyadékok tobbek kozott a kdvetkezok: a szén-di-
oxidhoz 1 mol x dm* koncentraci6ju kalium-hidroxid vagy natrium-hidroxid oldat'", szerves vegyiiletekhez pedig az eti-
lénglikol, az etanolamin vagy 2%-os xilolos paraffinoldat. Az anaerob kdriilmények kdzott képzodo illékony vegytile-
tek, mint a metan, példaul molekulaszitakkal kothet6k meg. Tovabbi lehetdség, hogy az ilyen illékony vegyiileteket
CuO-dal t61tott kvarccsovon atvezetve 900 °C homérsékleten CO,-vé oxidaljuk, és a képzodott CO,-ot lugos abszorber-

ben fogjuk fel (17).

19 Mivel az ilyen ligos elnyeletd oldatok a szelléztetSlevegében 1évé, illetve az aerob kisérletekben a 1égzés nyomén képz3dé szén-dioxidot is megkotik,
rendszeres id6kozonként cserélni kell Sket, hogy meg lehessen eldzni a telitédésiiket és abszorpcios kapacitasuk ezzel jard csokkenését.
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A vizsgalandé anyag ¢és az atalakulési termékek elemzéséhez kiilonféle laboratoriumi miiszerek sziikségesek [pl.
gaz-folyadék kromatograf (GLC), nagy teljesitményt folyadékkromatograf (HPLC), vékonyréteg kromatograf (TLC),
tomegspektrométer (MS), gazkromatograf/tomegspektrométer (GC-MS), folyadékkromatograf/tomegspektrométer
(LC-MS), magmageneses rezonancia berendezés (NMR) stb.], a radioaktivan jel6lt vagy nem jel6lt anyagokhoz alkal-
mas detektorrendszerrel. Ha radioaktivan jeldlt anyagot alkalmazunk folyadékszcintillacids szamlalora és oxidalod ége-
tOkamrara is sziikség van (az iiledékmintaknak a radioaktivitas-mérés elétti elégetéséhez).

A fizikai, kémiai és bioldgiai mérésekhez (lasd az 1.8.2.2. szakasz 1. tablazatat) tovabbi szokvanyos laboratoriumi
eszk6zok, illetve esetenként tovabbi livegeszkozok, vegyszerek és reagensek is sziikségesek.

1.8.2. A vizi iledékmintak kivalasztasa és szama

A mintavételi helyeket minden esetben a vizsgalat céljaval 6sszhangban kell kivalasztani. A mintavételi helyek kiva-
lasztasakor figyelembe kell venni a korabbi mezdgazdasagi, ipari vagy haztartasi tevékenységek vizgytjtére és a felvi-
zekre gyakorolt hatasat is. Nem szabad olyan iiledékeket alkalmazni, amelyek az el6z6 4 évben a vizsgaland6 anyaggal
vagy szerkezeti analogjaival szennyezddtek.

1.8.2.1. Az liledék kivalasztasa

Az aerob vizsgalatokhoz altalaban kétféle tiledéket kell alkalmazni (7), amelyeknek szerves széntartalom és szerkezet
szempontjabol el kell térniiik egymastol. Az egyik iiledéknek legyen magas (2,5-7,5%) szervesszén-tartalma, és legyen fi-
nomszerkezetli, a masiknak pedig legyen alacsony (0,5-2,5%) a szervesszén-tartalma, és legyen durvaszerkezet(i. A szerves-
szén-tartalom kiilonbségének altalaban legaldbb 2%-nak kell lennie. A »finomszerkezet« > 50% [agyag + iszap]'' tartalmat,
a »durvaszerkezet« pedig < 50% [agyag + iszap] tartalmat jelent. A két tiledék [agyag + iszap] tartalma kiilonbségének alta-
laban legalabb 20% kell lennie. Olyan esetekben, amikor a vegyi anyag sos vizekbe is eljuthat, legalabb az egyik mintaként
tengeri eredetli viz-liledék rendszert kell hasznalni.

A szigorlian anaerob vizsgalatban a két iiledéket (és kapcsolodo vizeiket) a felszini viztestek anaerob zonaibol kell
venni (7). Mind az iiledék-, mind pedig a vizfazist 6vatosan ¢s az oxigén kizarasa mellett kell kezelni és szallitani.

Azlledékek kivalasztasakor mas paraméterek is fontosak Iehetnek, amelyeket minden esetben egyedileg kell fontolo-
ra venni. Példaul az iiledékek pH-tartomanya is fontos lehet az olyan vegyi anyagok vizsgalata szempontjabol, amelyek-
nek atalakulasa és/vagy szorpcidja pH-fiiggd. A szorpciod pH-fliggését jellemezheti a vizsgalandod anyag pK -értéke is.

1.8.2.2. A viz-iiledék mintéak jellemzése

Az 1. tablazat 6sszefoglalja a viz és az iiledék legfontosabb mérendd és (az alkalmazott modszerre vald hivatkozassal
egylitt) rogzitendd paramétereit, valamint azt, hogy ezeket a paramétereket a vizsgalatok melyik fazisaban kell meghata-
rozni. Tajékoztatasul: alkalmas elemzési modszerek talalhatok a (18), a (19), a (20) és a (21) hivatkozasban.

Esetenként még tovabbi paramétereket is mérni és jelenteni kell [pl. édesvizek esetében: lebegdanyag, ligossag, viz-
keménység, vezetoképesség, NO;/PO, (arany és egyedi értékek); az liledékek esetében: kationcseréld kapacitas, viztartd
képesség, karbonattartalom, 6sszes nitrogén ¢s foszfor; valamint tengeri rendszerekben a sotartalom]. Kiilondsen az ana-
erob atalakulas szempontjabol hasznos lehet még a redoxkoriilmények értékeléséhez a viz és az tiledék nitrat-, szulfat-,
biologiailag hozzaférhetd vas- és esetleges egyéb elektronakceptor-tartalmanak meghatarozasa is.

"' Az [agyag + iszap] az iiledék < 50 um részecskeméretii asvanyi frakcioja.

A viz-iiledék mintak jellemzésére szolgalo paraméterek mérése (7) (22) (23)

A vizsgalati eljaras szakaszai
Paraméter mintagyljtés minta kezelés ARKTIMAtZCIO | oo enere | VSSRUKODESS | 0o e
utan kezdete szakaszai
Viz
Eredet/forras X
Homérséklet X
pH X X X X X
TOC X X X
O,-koncentracio X X X X X
Redoxpotencial* X X X X
Uledék
Eredet/forras X
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A vizsgalati eljaras szakaszai
Paraméter mintagytijtés minta kezelés akklimatizacio vizsgalat kezdete vizsgalat kézl?ﬁlsé vizsgalat vége
utan kezdete szakaszai
A réteg mélysége X
pH X X X X X
Szemcseméret-elosz- X
las
TOC X X X X
Mikrobalis bio- X X X
massza**
Redoxpotencial* Erzékszervi X X X X
(szin/szag)

* A legfrissebb kutatasi eredmények igazoltak, hogy a viz oxigénkoncentracidjanak és redoxpotencialjanak mérése nem rendelkezik sem mechanisztikus,
sem prediktiv értékkel a felszini vizek mikrobapopulécidinak névekedése és fejlédése szempontjabol (24) (25). Az aerob biologiai atalakulasi sebességek és
utvonalak értelmezését és értékelését jobban segiti a biologiai oxigénigény (BOI, a mintavételkor, illetve a vizsgalat kezdetén és végén), a mikro- €¢s makrotap-
anyagok, a Ca, a Mg ¢s a Mn (a vizsgalat kezdetén és végén) vizben, illetve az dsszes N és az dsszes P (a mintavételkor és a vizsgalat végén) iiledékben torténd
meghatarozasa.

** Az aerob vizsgalatokhoz mikroba 1égzési rata modszer (26), gazzal torténd fertdtlenitési modszer (27) vagy mikroszkopos szamlalas (pl. baktériumok, su-
gargombak, gombak ¢és teljes kolonidk); az anaerob vizsgalatokhoz metanképzddési sebesség.

1.8.3. Mintavétel, kezelés és tarolas

1.8.3.1. Mintavétel

Az iledékekbdl torténd mintavételhez a fenékiiledékek mintavételérdl szol6 ISO utmutatd-tervezetet (8) kell hasznal-
ni. Az iiledék teljes 5—10 cm-es felsd rétegébdl iiledékmintakat kell venni. Az ehhez tarsitott vizet ugyanarrol a helyrdl
kell venni, és ugyanabban az idében, mint az iiledéket. Az anaerob vizsgalathoz az iiled¢k és viz mintavételét, valamint
szallitdsat oxigén kizarasa mellett kell végezni (28) (lasd az 1.8.2.1. szakaszt). Egyes mintavevo eszkozoket a (8) és a
(23) hivatkozas ismertet.

1.8.3.2. Kezelés

Az tiledéket 2 mm-es szitdn végzett nedves szliréssel valasztjuk el a vizt6l, nagy feleslegben alkalmazva azonos helyrdl
szarmazo, helyileg elvezetett vizet. Ezt kdvetden inkubald lombikban ismert mennyiségii iiledéket és vizet a kivant aranyban
egymashoz keveriink (lasd az 1.9.1. szakaszt), és elokészitjiik az akklimatizalodasi periodusra (lasd az 1.8.4. szakaszt). Az
anaerob vizsgalathoz a kezelés minden 1épését oxigén kizarasa mellett kell végezni (29) (30) (31) (32) (33).

1.8.3.3. Térolas

A frissen gytjtott tiledék és viz alkalmazéasa a legeldnydsebb, de ha tarolés sziikséges, akkor az tiledéket és a vizet a
fentiek szerint le kell szlirni, majd s6tétben, 4 + 2 °C-on, vizzel elarasztva (6—10 cm-es vizréteg) kell egyiitt tarolni dket,
legfeljebb 4 hétig (7) (8) (23). Az aerob vizsgélatokhoz alkalmazott mintakat szabad leveg6bearamlas mellett kell tarolni
(pl. nyitott edényekben), az anaerob vizsgalatok esetében viszont oxigén kizarasaval. Vigyazni kell arra, hogy a szallitas
és tarolas soran az tliledék és a viz ne fagyjon ki, illetve az tiledék ne szaradjon ki.

1.8.4. Az liledék/viz mintak el6készitése a vizsgalathoz

A vizsgéaland6 anyag hozzaadasa eldtt akklimatizacios iddszakot kell hagyni, amelyhez minden iiledék/viz mintat a 6
vizsgélathoz hasznalt inkubald edénybe kell tenni, és az akklimatizaci6 idején pontosan ugyanazokat a koriilményeket
kell fenntartani, mint a f6 vizsgalatban (lasd az 1.9.1. szakaszt). Az akklimatizacids id6szak ahhoz sziikséges, hogy a
rendszer a pH, a viz oxigénkoncentracidja, az iiledék és a viz redoxpotencialja és a fazisok makroszkopikus elkiiloniilése
tekintetében viszonylag stabilla valjon. Az akklimatizacié idétartama ltaldban egy-két hét, de semmiképpen sem halad-
hatja meg a négy hetet. Az ebben a szakaszban végzett mérések eredményeit is fel kell tiinteti a jelentésben.

1.9. A vizsgalat elvégzése

1.9.1. Kisérleti koriilmények

A vizsgalatot az inkubald berendezésben kell végezni (lasd az 1.8.1. szakaszt) ugy, hogy a viz és az iiled¢k térfogata-
nak ardnya 3:1 és 4:1 kozott legyen, az iiledék vastagsaga pedig 2,5 cm (£ 0,5 cm)'?. Javasolt az egyes inkub4l6 edények-
be minimum 50 g tiledéket (szarazsuly) tenni.

12 A legutobbi kutatasok szerint a 4 °C-on valo tarolés az iiledék szervesszén-tartalmanak csokkenését okozhatja, ami esetleg a mikrobalis aktivitas csokkené-
séhez vezethet (34).
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A vizsgalatot s6tétben, 10 °C és 30 °C kozotti allandd homérsékleten kell végezni. A legmegfelelobb a (20 + 2) °C.
Egyes esetekben, a vizsgalattol vart informaciok fiiggvényében fontolora lehet venni, hogy a méréseket mas, alacso-
nyabb hémérsékleten (pl. 10 °C-on) is elvégezzék. Az inkubalasi hdmérsékletet folyamatosan ellenérizni kell, és a jelen-
tésben is fel kell tintetni.

1.9.2. A vizsgaland6 anyag kezelése és alkalmazasa

A vizsgalathoz egyféle koncentracioban kell hasznélni a vegyi anyagot". A kdzvetleniil a vizekbe jutott nvényvédd
szerek esetében a cimkén 1évé maximalis adagolast kell a vizsgalati edényben 1év6 viz felszine alapjan kiszamolt maxi-
malis alkalmazasi ratanak venni. Minden mas esetben a kornyezeti kibocsatasokon alapulé eldrejelzések alapjan kell ki-
vélasztani az alkalmazand6 koncentraciot. Ugyelni kell arra, hogy a vizsgalandé anyagot olyan koncentracidban alkal-
mazzuk, amely lehetdvé teszi az atalakulasi Gitvonal jellemzését, valamint az atalakulasi termékek képzédésének és fo-
gyasanak mérését. Olyan esetekben, amikor a vizsgalandd anyag koncentracioja a vizsgalat kezdetén kozel van a kimu-
tatasi hatarhoz és/vagy a vizsgalando anyag alkalmazasi ratajanak 10%-at kitevé mennyiségben jelen 1évo 6 atalakulasi
termékeket nem lehet konnyen kimutatni, akkor magasabb (pl. 10-szeres) dozisok alkalmazasara lehet sziikség. Ha azon-
ban magasabb tesztkoncentraciokat alkalmazunk, ellendrizni kell, hogy nem gyakorolnak-e jelentds karos hatasokat a
viz-iiledék rendszer mikrobalis aktivitasara. Ahhoz, hogy a vizsgaland6 anyag allandd koncentracioban legyen jelen a
kiilonféle méretli edényekben, indokoltnak tiinhet az alkalmazott anyagmennyiség megfelel beallitasa az alapjan, hogy
hogyan aranylik egymashoz az edénybeli és a terepi vizoszlopmélység (amely utobbit 100 cm-nek feltételezziik, de ettdl
eltéré mélységek is alkalmazhatok). Ilyen szamitasra lasd a 4. mellékletben talalhaté példa.

A vizsgaland6 anyagot idedlisan vizes oldat form4ajaban kell a vizsgalati rendszer vizfazisaba juttatni. Ha elkeriilhetet-
len, akkor a vizsgaland6 anyag bejuttatasara és eloszlatdsara a vizsgalati rendszerben kis mennyiségben felhasznalha-
tunk vizzel elegyedd olddszereket is (példaul acetont, etanolt), de az olddszerek mennyisége nem haladhatja meg az
1 térfogatszazalékot, és nem lehetnek karos hatdsaik a vizsgalati rendszer mikrobdlis aktivitasara. A vizsgaland6 anyag
vizes oldatanak eldallitdsakor is gondosan kell eljarni, és a teljes homogenitas érdekében oldatkészitd oszlopot vagy eld-
keverést is lehet alkalmazni. Erdemes a vizes fazist 6vatosan megkeverni, miutén a vizes oldatot a rendszerbe juttattuk,
vigydzva arra, hogy az iiledéket a lehetd legkevésbé keverjiik fel.

Formulazott termékek alkalmazasa altalaban nem ajanlott, mivel a készitmény 6sszetevoi befolyasolhatjak a vizsga-
land6 anyag és/vagy az atalakulasi termékek megoszlasat a viz- és az iiledékfazis kdzott. A vizben rosszul oldodo vizsga-
land6 anyagok esetében azonban megfeleld alternativa lehet a formuldzott anyag alkalmazasa.

Az inkubal6 edények szama a mintavétel gyakorisagatol fiigg (lasd az 1.9.3. szakaszt). Megfeleld szam vizsgalati
rendszert kell alkalmazni ahhoz, hogy minden mintavételhez két-két rendszert tudjunk felhasznalni. Ha minden egyes
vizi liledékrendszerhez van kontrollegység, ezeket nem szabad a vizsgaland6 anyaggal kezelni. A kontrollegységeket
arra hasznalhatjuk, hogy a vizsgalat végén meghatarozzuk az iiledék mikrobds biomasszajat, illetve a viz és az tiledék tel-
jes szervesszén-tartalmat. A kontrollegységek koziil kettdt (mindkét vizililedék-mintdhoz egyet-egyet) arra hasznalha-
tunk fel, hogy az akklimatizacios idészakban nyomon kovessiik az iiledékben és a vizben a megfeleld paramétereket
(lasd az 1.8.2.2. szakasz tablazatat). Ha a vizsgalandd anyagot oldoszerrel juttatjuk be a rendszerbe, akkor még tovabbi
két kontrollegységre van sziikség, hogy mérni tudjuk az oldoszernek a vizsgalati rendszer mikrobalis aktivitasara gyako-
rolt karos hatasait is.

1.9.3. A vizsgalat idotartama és a mintavétel

A kisérlet idtartama altalaban nem lehet tobb 100 napnal (6). Akkor fejezhetd be, amikor elegendd eredmény van a
bomlasi Gtvonal és a viz/iiledék megoszlas lefutasanak megallapitasara, vagy amikor a vizsgalandé anyag 90%-a az at-
alakulas és/vagy az elparolgas miatt elfogy a rendszerbdl. A vizsgalat kezdetét is beleszamitva legalabb hat alkalommal
kell mintakat venni, ez kiegészitheté a megfelelé mintavételi rend és vizsgalati idotartam meghatarozasara szolgald, op-
cionalis el6zetes vizsgalattal (lasd az 1.9.4. szakaszt), ha korabbi vizsgalatok alapjan nem all rendelkezésre elegendd
adat a vizsgalando anyagrol. Hidrofob anyagok esetében a vizsgalat kezdeti szakaszaban esetleg tovabbi mintavételi id6-
pontok beiktatasara is sziikség lehet a viz- és iiledékfazis kozotti megoszlasi hanyados meghatarozasahoz.

A megfelelé mintavételi idépontokban komplett inkubalé edényeket vesziink ki a vizsgalatokhoz, (mindig kett6t a
parhuzamos mérésekhez). Az iiledéket és felette 1év6 vizet kiilon-kiilon analizaljuk'. A felszini vizet 6vatosan kell elta-
volitani, vigydzva arra, hogy ekdzben ne keverjiik fel az tiledéket. A vizsgalandd anyag és az atalakulasi termékek kivo-
nasat és jellemzését megfeleld analitikai eljarasokkal kell elvégezni. Gondoskodni kell arrdl, hogy eltavolitsuk az esetle-
gesen az inkubald edény faldn vagy az illékony anyagok befogasara hasznalt elnyeletok 6sszekoto vezetékein megtapadt
anyagokat is.

'* Ha az alacsonyabb koncentraciokat kel pontossaggal lehet mérni, hasznos lehet a vizsgalat elvégzése egy masik koncentracioértékkel is az olyan vegyi
anyagok esetén, amelyek tobbféle utvonalon is bejuthatnak a felszini vizekbe, ezért szignifikansan eltéré koncentracioban jelenhetnek meg.

1" Azokban az esetekben, ha az anaerob atalakulasi termékek konnyen és gyorsan jraoxidalodhatnak, az anaerob kériilményeket a mintavétel és a vizsgalatok
id6tartama alatt is fenn kell tartani.
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1.9.4. Opcionalis eldzetes vizsgalat

Ha a vizsgalat idétartamat és a mintavételi rendet nem lehet meghatarozni a vizsgalandé anyaggal kapcsolatos mas
vizsgalatok eredményei alapjan, célszerii lehet opcionalis el6zetes vizsgalatot végezni a végleges vizsgalathoz javasolt-
tal egyez6 koriilmények kozott. A jelentésben a megfeleld kisérleti koriilményeket és az elézetes vizsgalatok eredmé-
nyeit is Ossze kell foglalni.

1.9.5. Mérések és elemzések

Minden egyes mintavételi idépontban meg kell hatarozni, és fel kell jegyezni a vizsgalandd anyag €s az atalakulasi
szonyitott szazalékos arany). Altaldban minden olyan 4talakuldsi terméket azonositani kell, amely barmelyik mintavételi
idépontban a teljes viz-liledék rendszerben alkalmazott radioaktivitds [110%-at reprezentalé mennyiségben detektalha-
to, kivéve, ha ennek elhagyasa megfelelden megindokolhatd. Meg kell fontolni a fenti kiiszobérték alatt marado, de vizs-
galat soran folyamatosan ndovekvd mennyiségii atalakulasi termékek azonositasat is, mert ezeknél tartés fennmaradasra
utalhatnak az eredmények. Az esetleges perzisztencat mindig egyedileg kell értékelni €s a jelentésben megfeleléen indo-
kolni.

A gaz/illékony komponens elnyeletd rendszerben mért eredményeket (CO, és egyéb anyagok, pl. illékony szerves ve-
gyliletek) is minden mintavételi idopontra fel kell tiintetni a jelentésben. Szerepeltetni kell a mineralizacios ratakat. Meg
kell adni az iiledékben 1év6 nem extrahalhato (kotott) maradvanyokat is minden mintavételi pontra.

2. ADATOK

2.1. Az eredmények kezelése

Mindegyik mintavételre ki kell szamitani a hozzaadott radioaktivitas teljes mérlegét vagy kinyerési fokat (lasd az
1.7.1. szakaszt). Az eredményeket a hozzaadott radioaktivitas szazalékaban kell kifejezni. A radioaktivitdsnak a viz és az
iiledék kozotti megoszlasat koncentracidértékkeént és szazalékos aranyként is meg kell adni minden mintavételi id6-
pontban.

Ki kell szamolni a vizsgalandé anyag felezési idejét, DTs,-értékét, valamint adott esetben DTs- és DTqp-€rtékét is a
konfidenciahatdrokkal egyiitt (lasd az 1.7.3. szakaszt). Informéaciot lehet kapni a vizsgaland6 anyag vizre és iiledékre vo-
natkoztatott kiiiriilési sebességérdl is a megfeleld kiértékeld modszerek segitségével. Ilyen modszerek példaul a pszeu-
do-elsérendi kinetikak alkalmazasa, a grafikus vagy numerikus megoldasokat alkalmazo6 empirikus gorbeillesztési tech-
nikék, illetve a még komplexebb eljarasok, amelyek példaul egy- vagy tobb-kompartmentumos modelleket alkalmaz-
nak. Ezzel kapcsolatos tovabbi részletek a szakirodalomban talalhatok (35) (36) (37).

Minden megkozelitésnek megvannak a maga eldnyei és hatranyai és komplexitasuk tekintetében is igen sokfélék le-
hetnek. Az elsérendil kinetika feltételezése a bomlasi €s megoszlasi folyamatok tulzott leegyszertsitését jelentheti, de
amikor lehetséges, konnyen érthetd és mind a szimulacios modellek, mind a becsiilt kdrnyezeti koncentraciok szamitasa
szempontjabol értékes eredményt (sebességi allando vagy felezési id0) szolgaltat. Az empirikus modszerek vagy a linea-
ris transzformaciok jobb gorbeillesztést eredményezhetnek, igy pontosabban lehet becsiilni a felezési idoket, a DTsy-ér-
tékeket, valamint adott esetben a DTs- és a DTyp-értékeket is. A kapott allandok alkalmazhatosaga azonban korlatozott.
A kompartmentumos (kérnyezeti elemeket alkalmaz6) modellekkel egy sor hasznos allandot kaphatunk, amelyek a koc-
kazatfelmérések szempontjabdl értékesek, mivel leirjadk a vegyi anyag kiilonbozé kdrnyezeti elemekben végbemend
hoz tartoz6 sebességi allandok becslésére is. A modszer kivalasztasat minden esetben megfeleléen indokolni kell, és a
kisérletezOnek grafikusan és/vagy statisztikailag igazolnia kell az illesztés josagat.

3. JELENTES

3.1. Vizsgalati jelentés
A vizsgalati jelentésnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:
vizsgéalando anyag:

— hétkdznapi név, kémiai elnevezés, CAS-szam, szerkezeti képlet [radioaktivan jelolt anyagok alkalmazasa esetén a
jelolés(ek) elhelyezkedése] és a Iényeges fizikai-kémiai tulajdonsagok (lasd az 1.5. szakaszt);
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— avizsgalando anyag tisztasaga (szennyezései);
— ajelolt vegyi anyagok radiokémiai tisztasaga és molaris aktivitasa (adott esetben).
Referenciaanyagok:

— az atalakulasi termék jellemzésére és/vagy azonositasara alkalmazott referenciaanyagok kémiai elnevezése és szer-
kezete.

A vizsgalathoz hasznalt tiledékek és vizek:

— avizi iiledékmintak vételének mintavételi helye(i) €s ez(ek) ismertetése, ezen beliil lehetdleg a korabbi szennyezé-
sek torténete;

— aviz-tiledék rendszerek gytlijtésével, esetleges tarolasaval és akklimatizacidjaval kapcsolatos dsszes informacio;

— aviz-liledék mintak tulajdonsdgai, az 1.8.2.2. szakasz tablazataban foglaltak szerint.

Kisérleti koriilmények:

— az alkalmazott vizsgalati rendszerek (pl. atfolyasos, biométer, a szell6zés modja, a keverési modszer, a viz térfoga-
ta, a viz- és az iiledékréteg vastagsaga, a tesztedény méretei stb.);

— avizsgalando6 anyag bejuttatdsa a vizsgalati rendszerbe: a vizsgalatban alkalmazott koncentraciok, a parhuzamos és
kontrollmérések szdma, a vizsgalando anyag alkalmazasanak modja (pl. oldoszer hasznalata) stb.;

— inkubalasi hémérséklet;

a mintavételek idopontjai;
— extrakcios modszerek és hatékonysaguk, valamint az analitikai médszerek és kimutatasi hatarok;

az atalakulasi termékek jellemzésére/azonositasara alkalmazott modszerek;

— a kisérleti protokolltol vagy vizsgalati feltételektdl valo eltérések a vizsgalat folyaman.

Eredmények:

— reprezentativ elemzések nyers adatai (minden nyers adatot a GLP-archivumban kell tarolni);

— az alkalmazott analitikai modszerek ismételhetésége €s érzékenysége;

— kinyerési fokok (az érvényes vizsgalat szazalékértékeit az 1.7.1. szakasz adja meg);

— az alkalmazott kiindulasi dozis szazalékaban és mg x kg ' egységekben kifejezett, az iiledékre, vizre és teljes rend-
szerre vonatkoztatott (utobbira csak szazalékos) eredmények tablazatos 6sszefoglalasa a vizsgalandd anyagra, valamint
adott esetben az atalakulasi termékekre és a nem extrahalhato radioaktivitasra is;

— anyagmérleg a vizsgalatok kozben és végén;

— avizfrakcioban, az iiledékfrakcidban és a teljes rendszerben végbemend atalakulas (ezen beliil mineralizacio) grafi-
kus megjelenitése;

— mineralizacids sebességek;

— felezési idd, DTs, (esetenként DT;s és DTy, is) a vizsgalando anyagra és adott esetben annak {6 atalakulasi termékei-
re az liledékben, vizben és a teljes rendszerben, a konfidenciahatarok feltiintetésével,

— avizsgaland6 anyag €s adott esetben f6 atalakulasi termékeinek atalakulasi kinetikdjanak becslése;

— adott esetben az atalakitas feltételezett titvonalai;

— az eredmények diszkusszidja.
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1. melléklet
Utmutaté az aerob és anaerob vizsgalati rendszerekhez

Aerob vizsgalati rendszer

Az ebben a médszerben ismertetett acrob vizsgalati rendszer egy aerob vizrétegbdl (a tipikus oxigénkoncentraciod 7 és
10 mg x 1" kozotti) és egy iiledékrétegbdl 4ll, amelynek felszini része aerob, felszin alatti része pedig anaerob (az iiledék
anaerob zondjaban a tipikus atlagos redoxpotencial (Eh) —80 €s —190 mV kozott valtozik). A viz felszine felett nedvesi-
tett levegdt vezetnek at minden inkubacids egységen, hogy kelld oxigénszintet tartsanak a gaztérben.

Anaerob vizsgalati rendszer

Az anaerob vizsgalati rendszernél a vizsgalati eljaras 1ényegében megegyezik az anaerob rendszernél vazolttal, azzal
a kiilonbséggel, hogy itt minden inkubacios egységen nedvesitett nitrogént vezetnek at a viz felszine felett, hogy nitro-
géngazteret tartsanak fenn. Ha a redoxpotencial (Eh) —100 mV-nal alacsonyabb, akkor az iiledék és a viz is anaerobnak
tekinthetd.

Az anaerob vizsgalatban, a mineralizacié vizsgéalata magaban foglalja a képzddott széndioxid és metan mérését is.
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2. melléklet
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3. melléklet

Példa egy biométer késziilékre
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4. melléklet
Mintaszamitas a tesztedényben alkalmazandé dézishoz

A henger belsd atmérdje: = 8 cm

Vizoszlopmélység az iiledék nélkiil: = 12 cm

Vizfelszin nagysaga: 3,142 x 4> = 50,3 cm’

Alkalmazasi arany: 500 g vizsgaland6 anyag/ha 5 u g/cm’-nek felel meg
Teljes pg: 5 x 50,3 =251,5 ug

A mennyiség korrigdlasa a 100 cm-es mélységre: 12 x 251,5 + 100 = 30,18 pg
A vizoszlop térfogata: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentracio a vizben: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml vagy 50 pg/l
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ELOFIZETESI FELHIVAS

Kormanyrendelet felhatalmazasa alapjan jelenteti meg a
Miniszterelndki Hivatal a Magyar Kozlony mellékleteként
a HIVATALOS ERTESITOT. A lap hetente, szerdanként,
tematikus férészekben hitelesen kozli a legfébb allami,
Onkormanyzati, tarsadalmi, gazdasagi szervek, illetve
szervezetek személyi, szervezeti, igazgatasi és képzeési,
valamint a hirkzlési tevékenység (frekvenciagazdalko-
das, tavkozlés, postalgy, informatika) kdzleményeit, to-
vabba az Uzleti élet hireit. Téritési dij ellenében kdzzé-
tesszik a Kincstari Vagyoni Igazgatosag vagyonértéke-
sitési palyazatait, az allami, tarsadalmi, gazdasagi szer-
vezetek, parlamenti partok, kamarak, helyi 6nkormanyza-
tok, egyhazak, kulénbdz6 képviseletek kdzleményeit.
Fizetett hirdetésként — akar szines oldalakon is — helyet
kaphatnak az Ertesitsben a gazdalkodd szervezetek,
egyetemek, alapitvanyok, de maganszemélyek kozér-
deklédésre szamot tarto kozlései is.

Oszintén reméljiik, hogy a hirek, informéaciok, kdzlemé-
nyek egy lapban torténé pontos és rendszerezett for-
maban valé kozreadasaval sikerll hatékonyabba és
eredményesebbé tenni eléfizetdink tajekozodasat a hi-
vatali és Uzleti életben. Az érdekl6d6k szamara egyéb
hasznos informacidkat is nyuijt a lap.

siteni:

fél évre 6678 Ft &faval [
egy évre 13 356 Ft afaval ||
[]

2006. évi eldfizetési dij

Szamlat kérek a befizetéshez.

MEGRENDELOLAP

Megrendelem a HIVATALOS ERTESITO cim(i lapot ..

Megrendeld neve: ...
cime (varos/kdzség, iranyitdoszam): ......
utca, hazszam: .......ccccccvviciiieeiiiieee,

Ugyintézd (telefonsSzam): ........cccceeveeeeeveeeeeeeene.

Kérjiik, a négyzetbe térténé X bejeléléssel jelezze az el6fizetés idb6tartamat.

Az Eurdpai Unioé Hivatalos Lapja 2004. majus 1-jétél az
Eurdpai Unid hivatalos nyelveként magyarul is megjele-
nik. A hivatalos lap L és C sorozatbdl all.

Az L (Legislation) sorozatban kertinek kiadasra az Euré-
pai Uni6 hatalyos jogszabalyai, az un. elsédleges jogforra-
sok (alapité szerzédések, csatlakozasi szerzédések, tar-
sulasi szerz8dések), tovabba az alabbi jogforrasok: ren-
deletek, iranyelvek, hatarozatok.

Az EU Hivatalos Lapjaban torténé kozzétételt kovetden
az évfolyam és a kotet szamara, valamint a megjelenés
datumara hivatkozassal, cim szerint, 2004. majus 1-jétdl
folyamatosan tajékoztatast adunk a hivatalos lap L kiada-
saiban megjelend jogi aktusokrdl a Magyar Kozlony mel-
lékleteként megjelend Hivatalos Ertesitében.

A lap eléfizetésben megrendelheté a Magyar Hivatalos
Kozlonykiadd 1085 Budapest, Somogyi Béla u. 6.
cimén, levélcim: 1394 Budapest 62., Pf. 357; faxszam:
318-6668.

2006. évi éves eldfizetési dija: 13 356 Ft afaval.

A HIVATALOS ERTESITO egyes szamai megvasarol-
hatok a kiado kézlonyboltjaban (1085 Budapest, Somogyi
Béla u. 6. telefon/fax: 267-2780) vagy a Kézlény Centrum-
ban (1072 Budapest, Rakaéczi ut 30., bejarat a Dohany u.
és Nyar u. sarkan, telefon: 321-5971, fax: 321-5275).

példanyban, és kérem a kdvetkezé cimre kézbe-
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A jogalkotasrol sz6l6 1987. évi XI. torvény rendelkezik — tdbbek kdzott — a Magyar Kéztarsasag Kormanya hivatalos
lapjanak, a Hatarozatok Taranak megjelentetésérdl.

A Hatarozatok Tarat szerkeszti a Miniszterelnoki Hivatal a Szerkeszt6bizottsag kozremiikodésével, évente mintegy
60 alkalommal jelenik meg.

A Hatarozatok Tara a Kormanynak azokat a hatarozatait (kétezres) kdzli, amelyeknek kbzzétételét a Kormany el-
rendelte, tovabba tartalmazza a miniszterelnok hatarozatait, a Miniszterelnoki Hivatalt vezetd miniszter hatarozatait,
valamint a minisztériumok, az orszagos hataskorl szervek, az 6nkormanyzatok kézlemeényeit, hirdetményeit, ki-
I6nféle tajékoztatoit, tovabba azokat a kdzleményeket stb., amelyeket a Miniszterelnoki Hivatalt vezetd miniszter
engedélyez.

A Hatarozatok Tara megrendelhet6 a Magyar Hivatalos Kozlonykiadd cimén (Budapest VIII., Somogyi Béla u. 6.;
postacim: 1394 Budapest 62, Pf. 357) vagy a 318-6668 faxszaman.

Eves eléfizetési dija 2006. évre: 20 664 Ft afaval.

Példanyonként megvasarolhaté a kiadé kdzlonyboltjaban (1085 Budapest, Somogyi Béla u. 6., tel.ffax: 267-2780)
vagy a Kézlény Centrumban (1072 Budapest, Rakoczi at 30., bejarat a Dohany u. és Nyar u. sarkan, tel.: 321-5971,
fax: 321-5275).

MEGRENDELOLAP

Megrendelem a

HATAROZATOK TARA

cimd lapot ................. példanyban.
A MEGrENdEIB (CEQG) NEVE: ...ttt e et e ettt e e et e e e e e et ae e e e e s eabaeeeeeabbeeaeeesnbbeeaeeaanbreeaenaans
Cime (VAroS, IFANYITOSZAM): ..oiiiiiie ittt et e b e ettt e e sbe e e e e e e e ae e e ae e e e ean e e e nenneenns
(0] (o7= TR g P=V=v.= | o
Az Ugyintézd Neve, tEIEfONSZAMA: ........oiiiiiiiiie ettt e e e e e e e st e e e e et be e e e e e enrreaeeaaans
A megrendeld (cég) banksSZaAmIasZAmMA: .......c..oo i s
2006. évi elsfizetési dij egy évre: 20 664 Ft afaval. [

fél évre: 10 332 Ft afaval. [
Csekket kérek a befizetéshez []
Kérjiik, a négyzetbe térténé X bejelbléssel jelezze az elbfizetés idbtartamat!
A megrendelt példanyok ellenértékét a postakoltséggel egyitt, a szallitast koveté szamla kézhezvétele utan,

8 napon belil a Magyar Hivatalos Kézlonykiadonak a szamlan feltiintetett pénzforgalmi jelz8szamara atutaljuk.

KEREZES: ...

cégszerl alairas
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A Miniszterelnoki Hivatal és a Bellgyminisztérium k6zds szerkesztésében havonta megjelend

ONKORMANYZATOK KOZLONYE

az énkormanyzatok szamara mikddésuk soran hasznos és nélkilézhetetlen tajékozodasi forras.

A kiadvany els¢ harom része az dnkormanyzatokat érint, Ujonnan kihirdetett jogszabalyokat (tor-
vények, rendeletek — ideértve az dnkormanyzati rendeleteket is —, alkotmanybirésagi és egyéb
hatarozatok) kozli. Negyedik férésze kdzleményeket, palyazati felhivasokat és tajékoztatasokat (szak-
tarcak kozleményei, az Allami Szamvevészék ajanlasai, az 6Snkormanyzatok altal elnyerheté tamoga-
tasok palyazati feltételei, az 6nkormanyzatok éves pénziigyi beszamoloi, alapitd okiratok stb.) tartal-
maz.

Az Onkormanyzatok Kézlonye eléfizetésben megrendelhetd a Magyar Hivatalos Kozldnykiadd
(1085 Budapest, Somogyi Béla u. 6.) cimén (postacim: 1394 Budapest 62. Pf. 357) vagy a 318-6668 fax-
szaman.

2006. évi éves elb6fizetés dija: 5040 Ft afaval; féléves eléfizetés: 2620 Ft afaval.

Példanyonként megvasarolhaté a kiadé kozlonyboltjaban (1085 Budapest, Somogyi Béla u. 6.,
tel.ffax: 267-2780) vagy a Kézlény Centrumban (1072 Budapest, Rakoczi ut 30., bejarat a Dohany u. és
Nyar u. sarkan, tel.: 321-5971, fax: 321-5275).

MEGRENDELOLAP

Megrendeljik az Onkormanyzatok Koézlénye cimii lapot ................. példanyban.

A mMeGrendeld (CEG) NMEVE: ...t e et e e e et e e e e ettt e e e e anaeeeeeeanteeeeeeanneeeeeeanees
Cime (VAros, irANYItOSZAM): ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnneees
UCA, NAZSZAM: ..ottt e e e e e a e
Az Ugyintéz6 neve, telefONSZAMA: .. ...oooiiii e
A megrendeld (C&g) bankSZAMIASZAMA: ........eiiiiiiiiiiie et a e

A megrendelt példanyok ellenértékét a postakoltséggel egyutt, a szallitast kdveté szamla kézhez-
vétele utan, 8 napon belll a Magyar Hivatalos Koézlonykiadénak a szamlan feltlintetett pénzforgalmi
jelzészamara atutaljuk.

KeeZES: ...

cégszerl alairas
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Szerkeszti a Miniszterelndki Hivatal, a Szerkesztdbizottsag kdzremiikddésével.

A SzerkesztObizottsag elndke: dr. Pulay Gyula. A szerkesztésért felelos: dr. Miiller Gyorgy. Budapest V., Kossuth tér 1-3.
Kiadja a Magyar Hivatalos K6zlonykiado. Felel6s kiado: dr. Kodela Laszl6 elnok-vezérigazgato.

Budapest VIII., Somogyi Béla u. 6. Telefon: 266-9290.

Elofizetésben megrendelhetd a Magyar Hivatalos K&zlonykiadonal

Budapest VIIIL., Somogyi Béla u. 6., 1394 Budapest 62. Pf. 357, vagy faxon 318-6668.

El6fizetésben terjeszti a Magyar Hivatalos Kézlonykiado a FAMA Rt. kozremiikodésével. Telefon/fax: 266-6567.

Informacio: tel.: 317-9999, 266-9290/245, 357 mellék.

Példanyonként megvasarolhato a kiadéo Budapest VIII., Somogyi B. u. 6. (tel./fax: 267-2780) szam alatti kozIonyboltjaban vagy a
Budapest VII., Rakoczi ut 30. (bejarat a Dohany u. és Nyar u. sarkan) szam alatti K6zI6ny Centrumban (tel.: 321-5971, fax: 321-5275),
illetve megrendelhet6é a www.mhk.hu/kozlonybolt internetcimen.

2005. évi éves elofizetési dij: 89 148 Ft. Egy példany ara: 184 Ft 16 oldal terjedelemig, utdna +8 oldalanként +161 Ft.

A kiado6 az elofizetési dij évkozbeni emelésének jogat fenntartja.
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