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1. BEVEZETES

»Egy nemzet nagysaga ¢és erkolcsi

fejlettsége hiven tiikkr6z0dik abban,

ahogyan az allatokkal banik.”
Mahatma Gandhi

A kartékony szervezet kémiai vagy bioldgiai eszkozokkel torténd elpusztitasara,
artalmatlannd tételére, tevékenységében valé megakadalyozaséra, elrettentésére vagy mas
modon torténd korlatozasara alkalmas szerformak (biocid termékek) pontos toxikologiai
mindsitése rendkiviil fontos feladat, hiszen a termék potencidlis veszélyeirdl csak igy

kaphatunk teljes képet.

A biocid termékek engedélyezéséhez sziikséges toxikologiai vizsgalatok kivitelezése a
440/2008/EK iranyelv alapjan tobbségében in vivo metodikan alapszik, emlds allatkisérletekre
tamaszkodik. Az irdnyelv alapjan a bor- €s szemirritacids valamint a bor- és szemkorrdzios
vizsgalatokban preferalt allatfaj az albind hazinyul. Az altalanosan elfogadott in vivo

szemirritacios vizsgalatot Draize és munkatarsai fejlesztették ki 1944-ben.

Az évek soran igyekeztek kifejleszteni olyan alternativ eljarasokat, amelyek
csOkkentik a kisérletekben felhasznalt allatok szenvedését és azok 1étszamat. Az OECD TG
405 (2002) elnevezésii a vegyi anyagok vizsgalatdra vonatkozd Utmutaté mar tartalmaz egy
kiegészitést, melyben az in vitro tesztekkel kapott eredmények elfogadhatok, amennyiben
szemkorroziot vagy sulyos szemirritaciot jeleznek. Ilyen in vitro alkalmazhato eljarasok kozé

tartoznak az izolalt szerveken végrehajtott tesztek.

Vizsgalatomban biocid termékek szemirritativ hatdsat vizsgéaltam az izolalt
csirkeszemen alapul6 in vitro eljarassal (ICE teszt), a vegyi anyagot kozvetleniil a csirkeszem
szaruhartyajara helyezve, a tapasztalt elvaltozasokbol (szaruhartya duzzadas ¢és homaly,
fluoreszcein megtartds, egyéb megfigyelések) hataroztam meg a biocid termékek irritacios
potencialjat. Az in vitro irritacids indexeket dsszehasonlitottam a termék gyartoja altal kozolt,

biztonsagi adatlapon szerepld irritacios kategoriaval.



A Georgikon Kar Novényvédelmi Intézetében régota végeznek olyan alternativ
toxikoldgiai vizsgalatokat, amelyekben mezdgazdasagi vegyi anyagok szemirriticios
tulajdonsagait vizsgaljak in vitro tesztekkel, melyek eredményei jol kozelitik a hagyomanyos

in vivo szemirritacios tesztek eredményeit.

Jelen munkammal igyekszem felmérni, hogy elézetesen (néhany terméken bemutatva)
hasznalhato-e az izolalt csirkeszemen alapuld eljaras a biocid termékek irritacios

potencialjanak meghatarozasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szem felépitése

A szem a gerinces allatoknal a csontos szemiiregben helyezkedik el, amely a
szemhéjjal, a szempillaval és a kotOhartyaval (conjunctiva, ami a szemhéjakat béleld és a
szemgolyo frontalis részét fedd vékony nyalkahartya) egyiitt a kiils6 behatasokkal szemben
védi a szemet. A szemgolyd falat add harom hartyan beliil a szemgolyé magja, a
szemcsarnokok, a szemlencse és az iivegtest foglalnak helyet (1. abra) (SZENTAGOTHALI -
RETHELYI, 1985).

A szemgoly6 harom koncentrikus hartyabol épiil fel. A kiilsé hartya a tiilokhartyabol
(sclera) és a szaruhartyabol (cornea) épiil fel. A kozéps6 hartyanak harom része van a
chorioidea, a corpus ciliare és az iris. A legbelsé réteg magaban foglalja az ideghartyat
(retina), amely foto-receptorokat tartalmaz és Gsszekottetésben all a kozponti idegrendszerrel
(WILKIE — WYMAN, 1991).

A szemgoly6 vérellatasat az ideghartyahoz téré retinalis, az érhartyat ellato ciliaris és
az episcleralis - conjuctivalis érrendszer biztositja. Kiils6 inger hatasara, illetve gyulladasos
allapotban az erek kitigulnak (FEHER, 1989).

1. abra: A szem felépitése



A szemirritativ anyag hatasara eldszor a legkiilso réteg, a cornea sériil, de erdsebb

irritacid, vagy korroziv természetli anyag hatdsdra a szem mélyebben fekvd rétegei is

karosodhatnak (KISS, 1997).

A szaruhartya és a kotOhartya hdmszoveti jellegliek, ezért a karositd vegyiiletek
hatdsmechanizmusa hasonlo, mint bérirritacio esetén, viszont a kovetkezmények sulyosabbak:
a szaruhartya fénytorésének minimalis valtozdsa is gatolja a normalis szemmukddést. A
gyulladas az alatta talalhato iris és az érhartya gazdag érhalozatat érinti, hiszen a cornea nem

tartalmaz kapillaris ereket.

A szemirritacios vizsgélatokat dontden hazi nyulakon végzik. Azonban szamtalan
kiilonbség talalhatd az ember €s a nyul szeme kdzott. Anatdmiai eltérés a nyulak harmadik
szemhéja, a membrana nictitans, valamint relative nagyobb és vékonyabb szaruhartya
feliilete. Konnytermelésiik is elmarad az emberétél (HUHTALA et al., 2008).

A madarak szemgolyodjat, mely a szaruhartya nagyobb domborulata miatt tompa
kaphoz hasonlit, a nagyobb also ¢és a kisebb felsé szemhéj, valamint a harmadik szemhéj, a
pislogohartya védi, melynek konnymirigye erdsen fejlett. A pillaszérok hianyoznak, helyettiik

a szemhéj szélén finom tollacskék talalhatéak (MESZAROS, 1976).

2.2. A biocid termékek toxikolégiai minésitése

A biocid fogalomkor hasznalata és az irtoszerek kiilonféle toxikologiai mindsitési
eljarasainak ujragondolasa, Magyarorszag Eurdpai Unidhoz torténd csatlakozasaval

elkerilhetetlenné valt.

A biocid az €16 szervezetek elpusztitasara szolgalo anyag, a biocid termék a kartékony
szervezet kémiai vagy biologiai eszkozokkel torténd elpusztitdsara, artalmatlanna tételére,
tevékenységében vald6 megakadalyozasara, -elrettentésére vagy mas modon torténd
korlatozasara alkalmas szerforma. Ezen fogalmak hasznalatat, valamint a 4 f6- és 23
termékcsoportba (1. tablazat) torténd besorolasat a Gazdasagi Egyiittmi{ikddési és Fejlesztési
Szervezet (Organisation for Economic Cooperation and Development, OECD) hatarozta meg
(ERDOS - SZLOBODNY K, 2004).



1. tablazat: A biocid termékek felosztasa a 38/2003. (VIIL. 7.) ESzCsM-FVM-KvVM rendelet 5. szamu
melléklete alapjan

Fécsoportok Termékcsoportok

1. Fertdtlenitdszerek | 1. Human egészségiigyi biocid termékek

¢s altalanosan . Fertdtlenitoszerek és egyéb biocid termékek

hasznalt biocid . Allat-egészségiigyi biocid termékek

termékek . Elelmiszer és takarmany fertétlenité szerek

. Ivoviz fertdtlenitd szerek

2. Tartositoszerek . Tartositoszerek tartalyban forgalomba hozott készitményekre.

. Bevonatvédo szerek

RN N | B[ WIN|—

. Faanyagvédo6 szerek

9. Rost, bor, gumi ¢és polimerizalt anyagok konzervaloszerei

10. Falazasi anyagok konzervaloszerei

11. Konzervaloszerek hiitéfolyadékokhoz €s technologiai eljarasokhoz

12. Nyalkasodasgatlo szerek

13. Fémmegmunkal6 folyadékok tartdsitdszerei

3. Karositok elleni 14. Ragcsaloirtd szerek

védekezésre 15. Madarirt6 szerek

hasznalt szerek 16. Csigadld szerek

17. Halirt6 szerek

18. Rovarolo, atkaolo és mas izeltlabuak elleni szerek

19. Riaszto- és csalogatdszerek

4. Egyéb biocid 20. Elelmiszer- és takarmanytartosito szerek

termékek 21. Algédsodasgatld termékek

22. Balzsamozashoz és allatok kitdmése soran hasznalt folyadékok

23. Egyéb gerincesek elleni szerek

Az 1998. februar 16-an elkészitett 98/8/EK irdnyelv az Eurdpai Unid orszégaiban a
lakossag €s a természeti kornyezet védelméért, a biocid hatdbanyagokra vonatkozo egységes,
kotelezd érvényli a mindsitésre, forgalmazasra, és felhasznéalasra vonatkozo szabalyrendszert
jelent. Az iranyelv értelmében a biocid termékek toxikologiai elbiralasa a tagorszagok

feladata, mig a hatéanyagokat egységesen, kozpontilag véleményezik.

A biocid hatdanyagok veszélyességének elbirdlasa az EU iranyelvein, az OECD
ajanlasain és a Helyes Laboratoriumi Gyakorlat (Good Laboratory Praxis, GLP)
kovetelményeire ¢épiild, a tudomany és technika fejlodése miatt folyamatosan modositott
vizsgalati modszereken, valamint a kérdéses vegyi anyag fizikai, kémiai és toxikologiai

jellemzdinek ismeretén alapszik (ERDOS - SZLOBODNY K, 2005).




A hatéanyagok ¢s bomlastermékeik megitélése az akut, szubkronikus, kronikus és
specialis  (mutagén hatdsok, daganatkeltés, fejlédési rendellenességek  okozasa,
kromoszémaszam modositasa, nemzd- és fogamzo képesség befolyasoldsa) toxikologiai
vizsgalatok alapjan torténik. Ugyanakkor, némely esetekben sziikséges a haszon- ¢és
haziallatokra  gyakorolt  karosité  hatdst is  értékelni, ezen feliil, bizonyos
hatdéanyagcsoportokndl pl. a szerves foszforsav-észtereknél az alapvizsgalatokat kiegésziteni
neurotoxicitasi vizsgalatokkal. Nem feledkezhetiink meg az orvosi megfigyelések (mérgezés

diagnozisa, klinikai vizsgélata, mérgezés prognozisa) fontossagarol sem.

A kockazatbecslés a megfigyelhetd hatast nem okozd mennyiség (No Observed Effect
Level, NOEL), a megfigyelhetd karos hatast nem okoz6 mennyiség (No Observed Adverse
Effect Level, NOAEL), a legkisebb megfigyelhet6é hatdst okozé mennyiség (Low Observed
Effect Level, LOEL), a legkisebb megfigyelheté karos hatast okozé mennyiség (Low
Observed Adverse Effect Level, LOAEL), az 0koszisztémat nem karositd6 mennyiség
(Predicted No Effects Concentration, PNEC), illetve a megengedhetd napi bevitel (Allowable
Daily Intake, ADI) alapjan késziil. Az elsésorban allatkisérletek alapjan nyert informaciokbol
szarmaznak a kockdzatmentes rendeltetésszerti felhasznalast lehetévé tévo értékek, igy a
megengedhetd hatéanyag maradék, a maximalis biocid maradék (Maximum Residue Limit,
MRL), a felhasznal6t éré elfogadhatd expozicios szint (Acceptable Operator Exposure Level,
AOEL), a munkahelyi altalanos koncentracio érték (AK) és a munkahelyi cstucskoncentracio
érték (CK). A kockazatbecslés lehetdvé teszi az embert €s kornyezetét védd intézkedések
meghozatalat. Ennek alapjan a veszélyeket és kockazatokat (Risk) egyértelmiisitd R-
mondatokhoz és szdmokhoz a biztonsadgos (Safety) felhasznaldst szavatoldé S-mondatok és

szamok tartoznak (ERDOS — SZLOBODNY K, 2006).

Elmondhat6, hogy egy vegyi anyagnak az emberre gyakorolt karositdé hatisanak
meghatarozasa elsddlegesen az emlds allatokon végzett kisérletek eredményein alapszik.
Azonban a vizsgélatok kozott nagy az eltérés a felhasznalt allatok létszamat tekintve. A
nagysagrendek megismerésének érdekében elmondhatd, hogy egy gyogyszerkészitmény
esetében az akut, szubkronikus és kronikus toxikoldgiai vizsgalatokhoz, valamint a
reprodukcios képességre gyakorolt hatdsanak, genotoxikussaganak, karcinogenitasanak

megallapitasdhoz akar 1500-3000 allatra is sziikség lehet. A leggyakrabban egereket és



patkanyokat (74%), majd nyulakat (4%), tengeri malacokat (3%), kutyakat (1%) és nagyon
ritkan féemlésoket (> 1%) hasznalnak fel (NUFFIELD COUNCIL ON BIOETHICS, 2005).

2.2.1 A hagyomanyos és az alternativ akut szemirritacios vizsgalatok

Az Eurdpai Bizottsag 440/2008/EK rendelete egyértelmiien meghatarozza a vegyi
anyagok szemirritacios (a vizsgalandé anyagnak a szem eliilsd felszinén torténd alkalmazasat
kovetden megjelend és az alkalmazastél szamitott 21 napon belill teljes mértékben
visszafordithaté szemelvaltozasok) €s szemkorr6zios (a vizsgalando anyagnak a szem eliilsd
felszinén torténd alkalmazéasat kovetden megjelend és az alkalmazdstdl szamitott 21 napon
beliil nem teljes mértékben visszafordithatd szovetkarosodasok a szemben, vagy sulyos fizikai
latoképesség-romlas) hatdsdnak vizsgalati protokolljat. Fontos megemliteni, hogy a rendelet
kiemeli az allatvédelem fontossagat, igy a vizsgalandé anyagokrdl rendelkezésre allo korabbi
informdaciok kiértékelése révén, azon anyagok esetében sziikségtelenné valnak a laboratériumi

allatokon (in vivo) torténd kisérletezések, ezaltal érvényesitve az allatjoléti szempontokat.

Amennyiben a 1épcsézetes vizsgalatokbol (2. abra) vagy az in vivo bérkorrdzios és
irritacids tesztekbol sem hatdrozhaté meg a vegyi anyag szemkorr6zids vagy irritacios

potencialja, ugy elvégezhetdek az in vivo vizsgalatok.
Ugyanakkor a 1épcsézetes vizsgalati stratégiaba bekertiltek az in vitro modszerek is.

A hagyomanyosan alkalmazott szemkorrdzids és szemirritacios vizsgalatok a DRAIZE
¢s mtsai. (1944) altal kifejlesztett nytlszem vizsgalatokon alapulnak, esetiinkben is a fent
emlitett rendelet B.5. szabvanyanak felel meg, mint in vivo eljaras. Bizonyos kozmetikumok
esetében az Amerikai Egyesiilt Allamokban mar alkalmazzdk az tun. kis térfogatl
szemvizsgalatot (Low Volume Eye Test, LVET), ahol a vizsgéland6 anyagb6l csupan a
Draize tesztben megszokott mennyiség 10%-at juttatjdk a nyulak szemére (SPIELMANN,
1997).



Meglévo adatok
értékelése - szemre
irritativ hatassal van

Meglévo adatok
értékelése - borre
irritativ hatassal van

Szerkezet-aktivitasi

Osszefliggések
(SAR) rokon

vegyliletek esetében

\ 4

Egyéb meglévo Fizikai-kémiai
In vitro és ex vivo informéaciok tulajdonsagok (pl.
vizsgélatok (dermalis toxicitas) sz€lsdséges pH)
értekelése értekelése
In vivo In vivo

In vivo borirritacios
és korrozios
vizsgélatok

szemirritacios €s
korrézis vizsgalat
két tovabbi egyeden

szemirritacios €s
korrézis vizsgalat
egyetlen nyulon

» »

2. abra: Vizsgalati és kiértékelési stratégia szemirritacios, illetve szemkorré6zios hatas vizsgalatahoz a
440/2008/EK rendelet alapjan

Az alternativ toxikologiai eljarasok olyan modszerek, amelyek képesek csokkenteni a
felhasznalt allatok mennyiségét (reduce), kifinomultabb kisérleti technikakat alkalmaznak,
melyek eredményeként a Kkisérleti allatokat kevesebb szenvedés éri (refine), illetve
helyettesitik az emlds kisérleti allatokat (replace). A 3R-ként ismert alternativ elvet 1959-ben
definialtak (RUSSELL — BURCH, 1959).

Az in vitro vizsgalatok elényei, hogy kontrollalt koriilmények ko6zott, nagyfoku
szabvanyosithatosag mellett, gyorsabb ¢&és olcsébb eljarasokat alkalmazva akar emberi
szoveteken is, csokkennek az eredmények kozotti eltérések (KANDAROVA — LETASIOVA,
2011).
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Borirritacios és borkorrozios vizsgalatok:

A Dbdrirritacios €s korrdzids vizsgalati eredményekbdl is kovetkeztethetiink a szemre
vonatkoz6 hasonl6 hatasokra, igy azok pozitiv eredményei alapjan nem sziikséges tovabbi
kisérleti allatok bevondsa, azaz a szemirritacios vizsgalatok elvégzése. Az alabbiakban
ismertetem az Eurdpai Bizottsag 440/2008/EK rendeletében e témaban felsorolt in vitro

eljarasokat.

Az in vitro boérkorrdzios vizsgalatok kozé tartozik a transzkutan elektromos
rezisztencia vizsgalat (TER). Lényege, hogy a vizsgalt vegyi anyagot 24 6ran at kétkamras
vizsgalati rendszerben alkalmazzak, melyben a bdrkorongok (kiméletes mddon elpusztitott
28-30 napos patkanyokrol) valasztjak el a két kamrat. Korroziv anyagoknak szamitanak azok,
melyek az epithelium épségét megvaltoztatjak, ezaltal atjarhatova valik. A bor latszolagos
elektromos ellenallasa megvaltozik, amely mérhetd. A TER vizsgalat hatarértéke 5 kQ. Ezzel
a vizsgalattal megbizhatdéan megkiilonboztethetdk a borkorrdzidt okozo és nem okozd ismert

vegyi anyagok (BARRATT et al., 1988; FENTEM et al., 1988).

Az el6z6 csoportba tartozik az emberi bérmodellen végzett vizsgalat. Az eljaras elve,
hogy a vizsgalt anyagot helyileg egy haromdimenzids in vitro emberi bérmodellre viszik fel.
A korroziv anyagot azaltal azonositjak, hogy egy megadott expozicids id6tartam alatt képes-e
a meghatarozott hatarérték ala csokkenteni a sejt ¢letképességét. (BARRATT et al., 1988;
FENTEM et al., 1988).

A 776/2009/EK rendelet kiegészitette in vitro bdrirritacios eljarasokat egy uj
modszerrel, a rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett vizsgalattal. Lényege, hogy a
vizsgalt anyagot helyileg egy haromdimenzios emberi felhdmmodellre viszik fel, melyet
specidlisan tenyésztettek ki. A rekonstrudlt emberi felhammodellen végzett vizsgalat elve
azon alapul, hogy az irritativ hatasu anyagok képesek diffizidval athatolni a szarurétegen. Az
irritativ hatdsu anyagokat azon képességiik alapjan azonositjdk, hogy a sejtéletképességet

50%-0s hatarérték ala csokkentik (OKBI, 2008).

A 776/2009/EK rendelet megemliti az OECD 435. utmutatojat. Ez az in vitro
borkorroziot vizsgald membran-barrier eljaras. Lényege, hogy egy mesterségesen kialakitott
membranon a vegyi anyag altal eldidézett valtozasokbdl becslik a bdrre gyakorolt korroziv

hatast (OECD, 2006).
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Az emberi szaruhartya hamszovetének modellezésén alapul6 szemirritacios vizsgalatok:

Az emberi szem szaruhartydjanak hamszovetét (epithelium) modellezé vizsgalatok
kozé tartozik az EpiOcular™ eljaras. A modell human eredetii epidermalis keratinocitakbol
all, melyek tobbrétegli struktaraba rendezOdnek, igy a szaruhartya epitheliumahoz
hasonlitanak. A vegyi anyag altal okozott karosodast az ETsy értékkel szemléltetik (sejtek
¢letképességének 50 %-kal valo csokkentéséhez sziikséges expozicids id6) (BLAZKA et al.,
2003).

A Skinethic HCE modell immortalizalt epithelsejtekbdl all, melyeket leveg6-folyadék
hatarfeliileten tenyésztenek. A modszer in vivo / in vitro dsszehasonlitd elemzését NGUYEN

¢s mtsai. 2003-ban elvégezték.

A Gillette modell transzfektalt human szaruhartya epithel sejtvonalat hasznal fel
(Transfected Human Corneal Epithelial Cell Line, HCE-T) (KAHN et al., 1993).

A szemirritacio toxikolégiai vizsgalata organotipikus médszerekkel:

A Chorioallantoic membrane vascular assay (CAMVA) teszt célja, hogy eldre jelezze
a lehetséges szemirritaciot a csirke embrid chorioallantois membranjanak (CAM) karosodasa
alapjan. Ehhez, az embrionalis fejlédés 4. napjan egy kis nyilast vagnak a tojas héjan, majd
egy kis mennyiségli albumin eltavolitdsdval biztositjdk a CAM optimalis fejlodését. A 10.
napon a vizsgalni kivant anyagot kozvetleniil a CAM-ra juttatjak. Az érrendszeri elvaltozasok
(vérzés, hyperaemia, vér nélkiili erek) vizsgalhatok. Toxikologiai végpontnak tekinthetd a
tesztanyag azon koncentracidja, ami a kezelt tojasok 50%-an okoz érrendszeri elvaltozast

(BAGLEY et al., 1989).

A masodik vizsgalat ebben a csoportban a Chorioallantoic membrane — tripan kék
festés (CAM-TB). A teszt célja az volt, hogy csokkentsék a kémiai irritdcidé hatasara a CAM
karosodasanak értékelésével jard szubjektivitast és az ezzel jard hibalehetdséget. Tették ezt

azaltal, hogy a CAM altal megkdtott tripan kék festék mennyiségébdl becsiilték a membran
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karosodasat. Egyébként a tripan kék festés széles korben alkalmazott a sejtek

¢letképességének, illetve a membranok karosodasanak mérésére (HAGINO et al., 1999).

A harmadik chorioallantois membrant felhasznélo eljaras a HET-CAM (Hen’s Egg
Test on the Chorio-allantoic Membrane) teszt, amelyet LUEPKE 1987-ben fejlesztett ki, bar a
virologusok régota alkalmazzak embridtoxicitasi vizsgalatokhoz (PARISH, 1985). A legtobb
tanulmany szoros korrelaciot ir le a Draize teszt és a HET-CAM teszt eredményei kozott, az
enyhén- és az egyaltalan nem irritativ-, valamint a feliiletaktiv- és feliiletaktiv alapu vegyi
anyagok esetében (ROUGIER et al., 1992; SPIELMANN, 1993). Bar a HET-CAM elvileg
valamennyi vegyi anyagnal hasznélhato eljaras, a szilard, szines és oldhatatlan vegyiiletek

rontjak az eredmények reprodukalhatosagat (SPIELMANN, 1993).

BLEIN ¢és mtsai. (1991) 40 vegyiiletet vizsgaltak, koztiik oldoszereket, savakat,
bazisokat, feliiletaktiv anyagokat, amelyek széleskoriien reprezentaltdk a szemirritacid
kiilonb6z6 fokozatait és azt tapasztaltak, hogy higitatlanul a HET-CAM teszt tulbecsiili az
irritacios potencialt, azonban 10-szeres higitas mellett jo korrelaciot talaltak az in vivo Draize

teszt adataival.

BAGLEY ¢s mtsai. (1992) haztartasi vegyi anyagok szemirritacios tulajdonsagait
vizsgaltak, ot kiillonbozo alternativ toxikologiai vizsgalat eredményeit hasonlitottak Ossze a

hagyomanyos Draize teszttel, és jo korrelaciot tapasztaltak a HET-CAM teszt esetén (r =

0,77).

SILVA ¢és mtsai. (1992) 60 vegyi anyag €s 41 kozmetikum szemirritacids potencialjat
vizsgaltak in vitro HET-CAM vizsgalattal. 20 anyagot ledblitettek a CAM-1dl, az
elszinez0dés okozta atlatszatlansdg miatt. Az eredmények reprodukélhatdosdgat magasnak

talaltak, az in vivo vizsgalatok eredményeivel jo korrelaciot irtak le.

HAGINO ¢és mtsai. (1993) megjegyezték, hogy a HET-CAM teszt alkalmas dozis-
valasz Osszefiliggések vizsgalatara. 12 kiilonboz6 fizikai formaji vegytilet esetén hasonlitottak
Ossze az in vivo és in vitro eredményeket, és jo korrelaciot tapasztaltak, abban az esetben is,

ha az anyagokat oldhatosaguk szerint kiilon értékelték.

VINARDELL és MACIAN (1994) 6 fertotlenitdszer szemirritacids potencialjat

vizsgalva ugyanolyan eredményt kaptak az in vivo és in vitro HET-CAM tesztekkel egyarant.
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BALLS ¢és mtsai. (1995) 52 vegyi anyag (legkiilonbozobbek az alkoholoktol a
feliiletaktiv anyagokon at a peszticidekig) felhasznalasaval gyenge és kozepes korrelaciot
talaltak a HET-CAM in vitro és az in vivo eredmények kozott, fliggetleniil a felhasznalt

vegylletek fizikai és kémiai tulajdonsagaitol.

BRANTOM (1997) valamint STEILING és mtsai. (1999) 23 kozmetikai anyag és 32
kozmetikai készitmény esetén vizsgaltak a HET-CAM teszt reprodukalhatosagat. Az erGsen
irritativ eredmények esetén jonak, azonban a kozepesen irritativ eredményeknél mar joval

gyengébb reprodukalhatdsagot figyeltek meg.

BUDALI és mtsai. (1997), illetve BUDAI és VARNAGY (2000) 6 peszticiddel, harom
koncentracidban végeztek Osszehasonlitdo elemzést. JO korrelaci6 mutatkozott az in vivo

eredményekkel.

GILLERON ¢és mtsai. (1997) szintén 60 vegyiiletet elemeztek, melybdl 28 folyadek,
20 szilad és 12 feliiletaktiv anyag volt. Az eredményeket Osszegezve, a HET-CAM teszt

alacsony specifitdsat, magas érzékenységét és kozepes pontossagat értékelték.

BENDER ¢és mtsai. (2011) gyogyaszati készitmény gyulladaskelté hatasat kivantak
jellemezni, és ehhez idealis modszernek tartottak a tyuktojas chorioallantois membranjanak

kezelését, majd az elvaltozasok értékelését.

SCHEEL ¢és mtsai. (2011) a HET-CAM teszt alkalmazhatdsaganak korlatait irtak le, a
nem irritativ anyagok meghatarozasara j6 modszernek jellemezték. A nagyon irritativ vegyi

anyagok esetében magas specifitast, de alacsony szenzitivitast tapasztalak.

Sejtszintii, citotoxicitasi vizsgalatokon alapulé szemirritacios tesztek:

A sejtalapu citotoxicitds modszerek kozé tartozik a neutrdl voros felvétel (Neutral Red
Uptake, NRU). A neutral vords egy festék, mely athatol a sejthartyan, majd lizoszémakban
halmozodik fel. A sejtfelszin, vagy a lizoszoma membran valtozasai modosult felvételt
eredményeznek, ezaltal a sejtek életképességének modosulasa érzékelheté (BORENFREUND
— PUERNER, 1985).
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Az eloz6 vizsgalattal ellentétes megfigyelésen alapul a neutrdl vords kibocsatasanak
mérése (Neutral Red Release, NRR). Alkalmas az azonnali toxicitds meghatdrozasara, hiszen
ilyenkor a sejtmembranok sériilése és a lizoszOma integritdsdnak megbomlésa torténhet

(BARSTADT et al., 1991).

A sejtalapt citotoxicitas tesztek utolso képviseldje a vordsvérsejt hemolizis vizsgalat

(MUIR et al., 1983).

A Draize teszt alternativajaként hasznalhaté eljarasok kovetkezd csoportja a
sejtfunkciokon alapuld technikdk. Elsé képviseldjiik a fluoreszcein festékszivargads modszer
(Fluorescein Leakage, FL). Normalis esetben a szaruhartya athatolhatatlan akadalyt képez a
veszélyes anyagokkal szemben, az irritacio akkor kovetkezik be, ha a szerkezete sériil. Ilyen
esetben a fluoreszcein is képes atszivarogni az alkalmazott mesterséges szaruhartya modellen,

az atjuto festék mennyisége detektalhato (COOK et al., 1992).

A masodik modszer a csoporton beliil a szilicium mikrofiziométer (SM). Ebben az
esetben a sejttenyészet metabolikus aktivitasat mérik, detektaljdk a metabolizmus
kovetkeztében fellépd pH valtozasokat, mindaddig, amig egy bizonyos vegyszer

koncentracional a sejtek nem lesznek képesek a metabolizmusra (BRUNER et al., 1991).

A szemirritacio vizsgalatahoz hasznalhato egyéb eljarasok:

A kovetkezO harom vizsgélati mdodszer az el6z6 csoportokba nem sorolhatd, kiilon
emlitem meg a csigakon (pl. Arion lusitanicus) alkalmazhaté nyalkahartya irritacios tesztet.
Az irritacios potencidl becsiilhetd a felszabaduld nyédlkaanyagok mennyiségébdl, illetve a
karosodas révén keletkez6 fehérjék (laktat-dehidrogenaz, LDH; alkalikus-foszfataz, ALP)
aranyabol (ADRIAENS - REMON, 2002).

Az IRRITECTION® az EYTEX™ tovabbfejlesztett valtozata, egy biokémiai
vizsgélati készlet, amely felhasznéalja azt a feltevést, hogy a vegyi anyagok altal okozott
specialis reagens képes utdnozni az emberi szemben végbemend valtozasokat (KELLY,

1989).
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A pollentomlé novekedés (Pollen Tube Growth, PTG) vizsgalatban a pollentomlé
tomegének novekedését fotometridsan mérik. Ezek a novényi sejtek nem fotoszintetizalnak,
ezért az eljaras kimenetelét, a vegyszerek okozta gatlo hatdst nem befolyasoljak a klorofillok

¢és egyéb novényi pigmentek (KAPPLER - KRISTEN, 1988).

Az alternativ  eljardsok kozé tartoznak a kiilonb6zo szerkezet-aktivitasi
Osszefiiggéseket felhasznald modszerek. Ilyenek pl. a klasszifikacios torekvések, amelyekben
a vegyi anyagok fizikai-kémiai tulajdonsagai alapjan becsiilhetd a szemirritacios potencialjuk
(WORTH - CRONIN, 2000).

Az izolalt szerveken alapuld modszereket, azaz pl. az izolalt csirkeszemet felhasznalo

eljarasokat a kovetkezd fejezetben részletesebben ismertetem.

Az engedélyez6 hatosagok altal elfogadott alternativ szemirritacios vizsgalatok
gyakorlati alkalmazasa tették azt lehet6vé, hogy az Egyesiilt Kiralysag teriiletén az 1995-ben
még kozel kb. 4000 db Draize tesztet végeztek, e vizsgalatok szama azonban 2003-ra
minddssze 1100-ra csokkent (NUFFIELD COUNCIL ON BIOETHICS, 2005).

2.3. lzolalt szerveken torténé szemirritaciés vizsgalatok

Az izolalt szerveken torténd vizsgalatok alapja az, hogy a vegyi anyagot in vitro/ex vivo
modon a borju, sertés, csirke vagy nyul izolalt szaruhartyajan tesztelik. A frissen kinyert
szemek, szaruhartyadk, lencsék vagohidrol vagy a toxikologiai kisérletekben felhasznalt
allatokbol szarmaznak. Ezeket azutan specialis (szuperfiiziés) berendezésbe helyezik, ami
lehetdvé teszi a rendszer fenntarthatésagat a vizsgalat sordn. Szamtalan eszkoz all
Nagy elonye, hogy a szaruhartya valamennyi rétege vizsgéalhato, tovabba ezek az eljarasok a

vegyi anyagok széles skalajaval alkalmazhatok (WHITTLE et al., 1992).

Az OECD 437. szamu tesztleirdsa a szarvasmarha szaruhartya opacitds ¢&s
permeabilitas (Bovine Cornea Opacity Permeability, BCOP) in vitro vizsgalatot tartalmazza,

amely alkalmas szemkorroziv vegyiiletek azonositasara. Ezt a tesztet nem €16 allatokon
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végzik, hanem a vagohidakrol gyiijtik 0ssze a szarvasmarha szaruhartyakat. A kifogastalan
allapot szaruhartydkat egy hordozora erdsitik, majd megmérik az opacitasat (csokkent
fényatbocsatas). A vizsgdlandd vegyi anyaggal 10 percen keresztiil érintkeztetik a
szaruhartyat, majd a kezelés utani opacitast is megmérik. Ezutan a szaruhartyak
permeabilitasat egy fluoreszcens festékanyag athatoldsanak mérésével (spektrofotométer)

hatarozzak meg (GAUTHERON et al., 1992).

A nyul izolalt szeme (Isolated Rabbit Eye, IRE) is felhasznalhatdé vegyi anyagok
szemkorrdzios hatasanak vizsgalatara. Az in vitro modszer esetében a kiméletesen elpusztitott
allatok szemeit eltavolitjak, majd a szaruhartya vastagodasabol (Draize teszthez hasonldan),
¢s a fluoreszcein visszatartd képességbdl kovetkeztetnek az irritdcios tulajdonsagra

(WHITTLE et al., 1992).

Ugyancsak in vitro az izolalt csirkeszemen végzett (Isolated Chicken Eye, ICE, vagy
Chicken Enucleated Eye Test, CEET) irritacio vizsgalat (OECD TG 438). A modszert
PRINSEN ¢és KOETER fejlesztették ki 1993-ban (PRINSEN - KOETER, 1993). Az eljaras az
izolalt nytlszemet felhasznalo teszten alapul (BURTON et al., 1971).

A moddszer validalasa soran a Draize teszt és az ICE teszt kritikus értékei

Osszehasonlitasakor 0,82-0,91 kozotti korrelacido mutatkozott (PRINSEN, 1996).

A teszt sordn a vizsgalando vegylilet altal a csirkeszem-szaruhéartyan okozott karosodas
mértékét a szaruhartya megduzzadasanak mértékébdl, az opacitasbol és a fluoreszcein
visszatartd képességbdl hatarozzak meg. A csirkefejekbdl eltavolitott szemeket a legrovidebb
1d6n beliil a laboratoriumba szallitjdk, majd a szemeket 45—60 percig inkubaljak, hogy
egyensulyi allapotba keriiljenek, majd megmérik az alap szaruhdrtya vastagsagot, és az
opacitast, hogy késObb ezzel korrigdlhassdk az eredményeket. A vizsgalandé anyagok
mindossze 10 masodpercig keriilnek kontaktusba a szaruhartyaval, majd izotonias sooldattal
leoblitik rola. A kezelés utan kiilonboz6 idépontban (30, 75, 120, 180, 240 perc) mérik a 3
vizsgaland6 paramétert, majd az eredményekbdl irritacios értékeket képeznek (PRINSEN -

KOETER, 1993).
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3. SAJAT VIZSGALATOK

3.1. Avizsgalatban felhasznalt anyagok és médszerek

3.1.1 Az izolalt csirkeszemen (ICE) végrehajtott szemirritacios teszt

Az izoldlt csirkeszemen végrehajtott szemirritacios teszt a Toxi-Coop Zrt.

balatonfiiredi laboratoriumaban keriilt végrehajtasra.

A sziikséges csirkefejek a vagohidrol, a vizsgalat napjan feldolgozott allatokrol,
fiziologias sooldattal megnedvesitett papirt tartalmazé milanyag dobozban keriiltek a
laboratoriumba. Az OECD 438 irdnyelv alapjan, a szemek a vagastdl szamitott két oran beliil

a teszthez sziikséges szuperfuzids késziilékbe keriiltek.

A szemhéj eltavolitasat kovetden, a szabaddad valo szaruhartya felszinére 2 V/V%-0s
fluoreszcein oldatot cseppentettem, amelyet néhany masodperc elteltével 20 ml fiziologias
sooldattal leoblitettem. Ezt kovetden réslampaval bizonyosodtam meg arrdl, hogy a
szaruhartya felszine sériiléstd]l mentes. Amennyiben a fluoreszcein megtartas megfeleld volt

(£0,5), a szemet eltavolitottam a szemiiregbdl.

A pislogohartya kifelé huzasa kozben, a szemiireg és a szemgolyd kozott keletkezd
résen at elvagtam a szemizmokat. A latoideg néhany milliméteres darabjan kiviil a felesleges

szoveteket eltavolitottam.

Valamennyi vizsgélathoz 7 db szemet hasznaltam fel, tesztanyagonként 3 db-ot,
pozitiv kontrollként szintén 3 db-ot, valamint 1 db negativ kontroll szem volt sziikséges

valamennyi értékelendd biocid termék esetén.

A mar ismertetett modon eldkészitett szemet, a szaruhartya fiiggéleges helyzetének
biztositasaval behelyeztem a késziilék rozsdamentes acélbilincsébe. A tovabbiakban, a szemet
tartalmazo acélbilincset beallitottam a szuperfuzios készilék egyik kamrajaba. A

berendezésben a szaruhartya folyamatosan nedvesitve volt izotonias sooldattal.
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Az akklimatizacio eldtt jbol elvégeztem a szemek fluoreszcein megtartasdnak
vizsgalatat, kizdrando az eddig bekovetkezett sériiléseket, majd meghatdroztam a szemek
szaruhartya homalyanak mértékét. Amennyiben a fluoreszcein megtartds és a szaruhartya
homaly kelléen alacsonynak bizonyult (<0,5), akkor megmértem a szaruhartya vastagsagat is.
Ha a vastagsagok kozotti eltérés az atlaghoz viszonyitva 10%-on beliili érték volt minden
szem esetén, ugy megkezdtem a csirkeszemek 45-60 perces akklimatizaciojat, 32 °C

hémérsékleten.

Az akklimatizacios 1d6 lejarta utdn Gjbol megmértem a szemek szaruhdrtya
vastagsagat, fluoreszcein megtartd képességét, valamint a szaruhartya homaly mértékét. A
szaruhartya vastagsdganak valtozasa nem térhet el tulsagosan az akklimatizacios ido elott

regisztraltaktol (£5-7%).

A referenciamérések utan az elsé szemet kivettem a kamrajabol. A 30 pl mennyiségl
higitatlan vizsgalati anyagot mikropipettaval a szaruhartya felszinére juttattam. Az expozicios
id6 minden esetben 10 masodperc volt, amelynek lejarta utdn a tesztanyagot 20 ml
szobahémérsékletli fiziologias sooldattal eltavolitottam a szaruhartya felszinérél. Hasonld
modon jartam el a negativ (fizioldgias sdoldat) és pozitiv kontroll [triklorecetsav 30 (w/v)%]
szemek kezelése soran is. Ezutan a szemet a tartdjaval egyiitt visszahelyeztem a szuperfiizids

készulékbe.

A tovabbiakban a kontroll és a biocid termékkel kezelt szemek esetén is a vizsgalando
készitmény lemosasat kovetd 30, 75, 120, 180 és 240 perc mulva vizsgaltam a szaruhartya
vastagsagat, illetve a szaruhartya homaly mértékét. A fluoreszcein megtartd képességet csak a

kezelés eldtt, illetve az expozicids 1d6t lezard mosast kovetd 30. percben hataroztam meg.

A szemirritacios potencialt jellemzd szaruhartya elvaltozasok vizsgélatat a kovetkezd

alpontokban részletesebben ismertetem.
A szaruhartya vastagsag mérése

A szaruhartya vastagsaganak mérése elott a fokusztavolsagot tigy allitottam be, hogy a
szaruhartyan lefoly6 fiziologias sooldatot élesen lathassam. Ezt kovetden a réslampa (Haag-
Streit BQ 900) sztereomikroszkop (3. &bra) részét fixen tartva kimozditottam a réslampa

fényforrast biztositd részét balra ugy, hogy kozben a mikroszkop rész a helyén maradt.
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1: Kar a szlir6 kivalasztasdhoz

2: Nagyitas beallitdsara szolgalé gomb

3: Résszélesség allité gomb

4: Blende pozicigjat jelzo skala

5: A blende bedllitasara szolgalo kar

6: Fém tiiske a vastagsagmeéro egység
rogzitéséhez

7: Sztereomikroszkop

8: Cserélhetd okular

9: A sztereomikroszkopot tartd6 mozgathato
allvany

10: A réslampa mozgatasat biztositd edzett
acélrad

11: Fogaslécet védo burkolat

12: A réslampa mozgatasara szolgalé kar

3. dbra: A sztereomikroszkop sematikus rajza

A sztereomikroszkop felsé részén talalhaté fém tiiskére helyeztem ra a szaruhartya
vastagsag mérésére szolgdld skalazott egységet. A mikroszkop jobb oldali okularjat
kicseréltem a vizsgdlathoz felhasznalhatd vékony nyildssal ellatott osztott lencsét. A lencse
segitségével a szaruhartya felszinén egy vonal lathatd. Ezt a vonalat vizszintes helyzetbe
allitottam, majd a szaruhartya felszinét megvilagité fényt sziikitettem mindaddig, mig a
réslampa bal oldalan talalhatdé gomb skalaja a 9's-es pozicidba nem keriilt, ami 0,095 mm

résszélességnek felel meg.

Amennyiben a szaruhartya vastagsdg mérésére szolgald skala értéke 0, akkor az
osztdlencsén keresztiil lathatd fénysadv megszakitas és torzulas nélkiili. A skalat elmozditva a
fény megtorik, és a torésvonal mentén vizszintesen elmozdul. Amikor a lathaté fénysavok
mar nem fedik egymast, de a sz€élik még Osszeér, a skalardl leolvasott érték a szaruhartya

vastagsaganak felel meg.

A szaruhartya vastagsagat mértem az akklimatizacio eldtt, igy biztositottam, hogy a
szemek kozotti eltérés 10%-on beliili értéken maradjon. A referencia érték (t=0) az

akklimatizacié végeztével, viszont a kezelést megeldzd szaruhértya vastagsag volt. A biocid
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termékekkel torténd kezelés utan 30, 75, 120, 180 és 240 perccel Gjbol meghatiroztam a

vastagsagokat.

A kovetkezd képletekb6l, a mért szaruhartya-vastagsagok felhasznalasaval

szamitottam ki a duzzadas szazalékos értékét:

szp = 22V — ST 6o
B SZV,

ahol SZD = szaruhartya duzzadés mértéke (%); SZV, = szaruhartya vastagsag adott idépontban (30., 75., 120.,
180., 240. perccel a biocid termék szemrol torténd ledblitése utan); SZV, = szaruhartya vastagsag referencia

értéke (t=0)

1. egyenlet: A szaruhartya duzzadas szazalékos értékének egyenlete

___ SZD, + SZD, + SZDj
SZD = -

Ahol SZD = a szaruhartya-duzzadas kozépértéke a kezelés utani mosast kovetd adott t (t = 30., 75., 120., 180.,
240. percben) idépontban; SZD; = ugyanazon tesztelt biocid termék elsé ismétlésben tesztelt szem szaruhartya

duzzadasa; SZD, = masodik szem szaruhartya duzzadasa; SZD3 = harmadik szem szaruhartya duzzadasa

2. egyenlet: A szaruhartya duzzadas kozépértékének kiszamitasa

A 0-t6] 5-ig terjedd kis értékeket a szaruhartya-vastagsag esetében nullanak
tekintettem az értékelés soran. Nagy negativ szamok esetében (> -12) viszont, ha ahhoz egyéb
stlyos tlinetek is tarsultak, akkor azt stlyos hatdsnak tekintettem és a IV kategoriaba

soroltam.
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A szazalékos értékek 2. tablazat szerint torténd kategorizalasa alapjan kapjuk meg a

kivant végpontot.

2. tablazat: A szaruhartya-vastagsag besorolasi kritériumai a vizsgalatban

Szaruhartya torzulas (%) Kategoria
0-5 I (nincs torzulas)
5-12 Il (enyhe torzulés)

12-18 (tobb mint 75 perccel a
kezelés utan)
12-18 (kevesebb, mint 75
perccel a kezelés utdn)
18-26 I11 (jol definialhaté torzulas)
26-32 (tobb mint 75 perccel a
kezelés utan)
26-32 (kevesebb, mint 75
perccel a kezelés utan)
>32 IV (salyos torzulés)

Il (enyhe torzulas)

I11 (j6l definialhato torzulas)

I11 (jol definialhato torzulas)

IV (sulyos torzulés)

A szaruhartya homaly vizsgalata

A szaruhartya homaly mérése soran iS a réslampat a szemen lefolyd fiziologias
sooldatra fokuszaltam, hiszen ebben az esetben jol megfigyelhetd a hartyan lathato sériilés és
torzulas. Ezt kovetden a fokusztavolsagot az irisz vizsgalhatdsagara élesitettem. A szaruhartya

homalyanak mértéke annal nagyobb, minél kevésbé lathatd az irisz.

A szaruhartya-homadly referencia értéke (t=0) kozvetleniil az akklimatizacios 1d6 utan
mért érték volt. Ezutdn meghataroztam a homaly mértékét az expoziciot kovetd mosas utani
30., 75., 120., 180. és 240. percben is. Tovabba meghataroztam a kezelés utani mosast kovetd
30., 75., 120., 180. és 240. percben. A szaruhartya-homaly mértékét a 3. tablazat

pontrendszere alapjan értékeltem.
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3. tablazat: A szaruhatya homaly mértékének meghatarozasa

Szaruhartya homaly mértéke Pontérték
Nincs homaly 0
Nagyon halvany homaly 0,5

Szort vagy zavaros teriiletek; az irisz részletei tisztan kivehetdek

Konnyen észrevehetd attetszo teriilet; az irisz részletei kissé elmosodottak

pupilla mérete alig érzékelhetd

1
2
Stulyos szaruhartya-homaly; az irisznek egyetlen részlete sem veheto ki, a 3
4

A szaruhdrtya teljes homalya; az irisz nem lathat6

A meghatéarozott idopontokban tapasztalt szaruhartya-homaly értékekbdl hatdroztam

meg a homaly tényleges mértékét:

ASZH, = SZH, — SZH,

ahol ASZH; = a szaruhartya homaly tényleges értéke adott idépontban (30., 75., 120., 180., 240.
percben); SZH; = a szaruhartya-homaly mértéke a kezelés utani mosast kovetd adott (30., 75., 120., 180., 240.

perc) idépontban; SZH, = az adott szem szaruhartya-homalyahoz tartozoé referencia érték (t=0)

3. egyenlet: A referencia értékkel korrigalt szaruhartya homaly mértékének Kkiszamitasa

—  ASZHy + ASZH,, + ASZH,
7T = t1 - t2 t3

ahol SZH = A szaruhartya-homaly kozépértéke a kezelés utani mosast kovetd adott t (t =30., 75., 120.,
180., 240. perc) idépontban; ASZHy; = els6 szem szaruhartya-homalya a referencia értékkel korrigalva; ASZH,, =
masodik szem szaruhartya-homalya a referencia értékkel korrigalva; ASZHy3 = harmadik szem szaruhartya-

homalya a referencia értékkel korrigalva

4. egyenlet: A szaruhartya-homaly kozépértékének egyenlete
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A szaruhartya-homalyra kapott legnagyobb szamérték 4. tablazat szerinti

kategorizalasa alapjan kapjuk meg a sziikséges végpontot.

4. tablazat: A szaruhartya-homaly besorolasi kritériumai

A homaly tényleges mértéke Kategoria
0,0-0,5 I (nincs homaly)
06-15 IT (enyhe homaly)
16-25 111 (jol definialhat6 homaly)
2,6 -4,0 IV (teljes homaly)

A fluoreszcein megtarto képesség vizsgalata

Az eldre elkészitett 2 V/V%-0s fluoreszcein-oldatbdl egy cseppet a kamra ablakanak
eltavolitasa utan a szaruhartya felszinére jutattam, amelyet néhany masodperc elteltével 20 ml

fizioldgias sooldattal lemostam.

A réslampa blendéjének allitdsaval elérhetd, hogy kék fénnyel (UV tartomany)
vilagitsa meg a szaruhartya felszinét. A kék fénnyel megfigyelhetd a koncentralddott

fluoreszcein oldat, mely a sériilések helyét jelzi.

A fluoreszcein-megtartd képességet kozvetleniil az akklimatizacios id6 végén és a

kezelés utani mosastol szamitott 30. percben hataroztam meg.

A fluoreszcein-megtartas mértékét az 5. tablazat szerinti pontrendszer alapjan értékeltem.

5. tablazat: A fluoreszcein megtartas mértékének pontrendszere

Fluoreszcein megtartas mértéke Pontérték
Nincs fluoreszcein megtartas 0
Igen csekély mértekd, egysejtes foltosodas 0,5
Egysejtes foltosodés elszortan a szaruhdrtya kezelt feliiletén 1
Fokalis vagy egybefliggd, stirli egysejtes foltosodas 2
A szaruhartya nagy, egybefliggd teriiletei tartanak vissza 3
fluoreszceint
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A fluoreszcein-megtartd képesség meghatiarozasa a meghatarozott idépontokban felvett

értékekbol a kovetkezd Osszefiiggéssel lehetséges:

AFM, = FM, — FM,
- AFM; + AFM, + AFM,
FM =
3
ahol AFM, = a fluoreszcein-megtartas mértéke a kezelés utani mosast kovet6 adott t (t = 30., 75., 120., 180., 240.

perc) idépontban a referencia értékkel korrigalva (t=0); FM, = a fluoreszcein-megtartas mértéke a kezelés utani
mosast kdvetd adott t (t=30., 75., 120., 180., 240. perc ) idépontban; FM, = az adott szaruhartya fluoreszcein
megtartdsdhoz tartozo
referencia érték; FM = a fluoreszcein-megtartas kozépértéke; AFM; = az els6 szem fluoreszcein megtartasa a
referencia értékkel korrigalva a 30. percben; AFM; = a masodik szem fluoreszcein megtartasa a referencia
értékkel korrigalva a 30. perchen; AFM; = a harmadik szem fluoreszcein megtartasa a referencia értékkel
korrigalva a 30. perchen

5. egyenlet: A fluoreszcein megtarté képesség meghatarozasianak egyenlete

A fluoreszcein-megtartasra kapott szamértéket a 6. tablazat alapjan kategorizalhatjuk,

a keresett végpont ez alapjan megadhato6.

6. tdablazat: A fluoreszcein megtarto képesség kategorizalasa

A tényleges ﬂuroresz’celn-megtarto Kategéria
képesség
0,0-05 I (nincs fluoreszcein megtartas)
0,6-15 IT (enyhe fluoreszcein megtartas)
IIT (jol definialhato fluoreszcein
16-25 .
megtartas)
2630 IV (nagymértékii ﬂuoreszceln
megtartas)
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A harom végpontbdl képezhetd irritacios kategoriak

A harom végpont kombinacidjabol lehet meghatarozni a vizsgalt anyag szemirritacios

potencialjat. A lehetséges varidciokat, illetve a besorolasi kategoéridkat a 7. tablazat

szemlélteti. Abban az esetben, ha az anyag sulyos szemirritacidt/szemkorrdziot okoz,

lehetséges az anyag osztalyba sorolasa. Minden egyéb, a végpontok kombinacioja alapjan

kapott eredmény révén javasolhatd egy szemirritaciés kategoria, de az anyag tényleges

irritacioés fokanak megallapitasahoz, illetve osztalyba sorolasahoz sziikséges elvégezni az in

vivo nyul, illetve egyéb kiegészitd in vitro vizsgalatot.

1. tablizat: Az izollt csirkeszemen alapulé szemirritacios vizsgalat alapjan létrehozott irritaciés kategériak

Besorolas A harom végpont kombinacidja
3x1
Nem irrital6 hatasu anyag 2x1, 1xII
2x11, 1xI°
311

Enyhén irrital6 hatdsu anyag

211, 1<I11
<1, 1xI1, 1<t

Kozepesen irritald hatasu
anyag

311
2111, 1x11
2x1, 1xIV?

2111, 1XIV?
211, 1x1
211, 1xIVE
<1, 1xIIL, 1xIV?Y

Szemkorr6zidt/sulyos
szemirritaciot okozo anyag

3XIV

2xIV, 1111

2xIV, 1xII*

2xIV, IxTF
30 percnél a szaruhartya homalya legalabb 3 (legalabb két

szem esetében). Barmely id6pontban a szaruhartya homalya 4
(legalabb két szem esetében). A felham sulyos fellazulasa
(legalabb egy szem esetében).

1: kis valosziniséggel eléforduld kombinacio
2: a mérsékelt és a sulyos irritacio hataran 1€vo
3! a nem irritalo és az enyhén irritalod hataran 1évo
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3.1.2 A vizsgalatban alkalmazott anyagok jellemzése

A natrium-klorid kristalybol ultra tiszta viz segitségével allitottuk eld a vizsgalathoz
sziikséges fiziologids sooldatot. A tesztekhez 9 g natrium-kloridot 1 literre higitottunk ultra
tiszta vizzel. Az igy eldallitott fiziologias sooldatot hasznaltam a szaruhartydk nedvesitésére,

lemosasara, oldatkészitésre €s negativ kontrollként a vizsgalatok soran.

A pozitiv kontrollként hasznalandé szilard és nagytisztasagu triklorecetsav (BioXtra)
0,3 g-jat 1-ml-re higitottam fiziologias sooldattal. Az igy kapott 30 (w/v)%-0s oldatot

alkalmaztam.

A vizsgalathoz sziikséges 2 (V/V)% Fluoreszcein (Novartis) oldatot, az eredeti oldat 5
ml (100 mg/ml) fizioldgias sdoldattal torténd higitasaval allitottam eld, ugy hogy az 5 ml
eredeti oldatot 25 ml-re higitottuk a fiziologias sooldat segitségével. Az igy késziilt 2 (V/V)%

oldatot hasznaltam a fluoreszcein-megtartds meghatarozasa soran.

A Kkisérletben harom rovarirtészer (inszekticid) és egy haztartasi penészgomba
eltavolitd készitmény szemirritaciés potencialjat vizsgaltam (8. tablazat). A kisérleti

anyagokat a tesztekben 100 %-os toménységben alkalmaztam.

8. tablazat: A vizsgalatban felhasznalt biocid termékek

Tesztanyag Hatéanyag LDsy mg/ttkg Irritacio (szem)

Actibiol EC 50 alfa-cipermetrin < 7000 mg/kg (ordlis enyhén irritativ
patkanyon)

Mellerud penészolészer | natrium-hipoklorid 1100 mg/kg (ordlis stlyosan irritativ
patkanyon)

PESTSTOP-B 10 EC d-tetrametrin > 5000 mg/kg (ordlis |y statiy
patkanyon)

PESTSTOP COMBI 8 . . .| >2000 mg/kg (oralis e
cipermetrin, permetrin ; nem irritativ
CS nyulon)

Az Actibiol EC 50 5,52 % alfa-cipermetrin hatéanyagot tartalmazoé II. forgalmazasi

kategoriaba tartozd biocid termék, rovarirté koncentratum. Felhasznéalhaté legyek (hazi légy
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(Musca domestica), szuronyos istallolégy (Stomoxys calcitrans), élelmiszerlatogatd legyek
(Drosophilidae sp., Sarcophagidae sp., Calliphoridae sp.), illetve rejtett életmoda rovarok:
német csotany (Blattella germanica), agyi poloska (Cimex lectularius), bolha fajok (Pulicidae
sp.), eziistos pikkelyke (Lepisma saccharina), hangya fajok (Formicidae sp.) elleni

védekezéshez. Fizikai-kémiai tulajdonsagait a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: Az Actibiol EC 50 rovarirté koncentratum fizikai és kémiai tulajdonsagai

Halmazallapot: folyékony
. Szin: sargas
Szag: aromas illata
Vizoldékonysag: nem vizoldékony
Oldékonysag szerves ‘g
oldészerekben el

A Mellerud penészoldszer 43 g/l natrium-hipoklorid biocid hatdéanyagot tartalmazo, a
haztartasokban a moshato feliilletek penészmentesitésére alkalmazhatoé készitmény. Fizikai-

kémiai tulajdonséagait a 10. tdblazat tartalmazza.

10. tablazat: A Mellerud penészoloszer fizikai és kémiai tulajdonsagai

Halmazallapot folyékony
Szin enyhén sarga
Szag klorra emlékeztetd

Oldékonysag vizzel korlatlanul
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A PESTSTOP-B 10 EC 10 % d-tetrametrin hatéanyagot tartalmazo II. forgalmazasi
kategoriaba tartozd biocid termék, rovarirtoszer. Felhasznélhato rejtett életmodi rovarok (4gyi
poloska (Cimex lectularius), csotany fajok (Blattoidea sp.) elleni védekezés hatékonysaganak
novelésére (kitiz6 hatas), illetve hazi légy (Musca domestica) irtasara. Fizikai-kémiai

tulajdonsagait a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat: A PESTSTOP-B 10 EC rovarirté koncentratum fizikai és kémiai tulajdonsagai

Halmazallapot: folyékony
Szin: halvanysarga
Stirtiség: 0,82 g/cm® (20 °C)
Vizben val6 oldhatdsag: oldodik
pH: 6,4

A Peststop Combi 8 CS 2,6 % cipermetrin és 5,9 % permetrin hatbanyagot tartalmazo
II. forgalmazasi kategdriaba tartozd biocid termék, rovarirtd koncentratum. Felhasznalhato
rejtett életmodu rovarok (csotany fajok (Blattoidea sp.), agyi poloska (Cimex lectularius),
bolha fajok (Pulicidae sp.), eziistos pikkelyke (Lepisma saccharina, hangya fajok

(Formicidae sp.) elleni védekezéshez. Fizikai-kémiai tulajdonsagait a 12. tablazat tartalmazza.

12. tablazat: A Peststop Combi 8 CS rovarirtoé koncentratum fizikai és kémiai tulajdonsagai

Halmazallapot: folyadek
Szag: fehér
Szin: jellegzetes
Stirtiség (20 °C-on) 1,04 kg/l
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3.2. A vizsgalatok eredményei és értékelésuk

3.2.1 Az izolalt csirkeszemeken torténo szemirritacios tesztbol szarmazo

eredmények

A biocid készitményeket kozvetleniil az eltavolitott csirkeszemekre csoppentettem, a
kezelés utani lemosast kdvetden a vizsgalat soran megfigyelt tiinetek (szaruhartya fellazulasa
- torzulasa, opacitasa, fluoreszcein megtartd képesség valtozasa) megjelenését és mértékét
lejegyeztem. A korabban ismertetett hatarértékek révén értékeltem az elvaltozasok
sulyossagat. A végpontok kombinécidja révén allapitottam meg a termék szemirritacids

potencialjat.

Az Actibiol EC 50 rovarirtd koncentratum vizsgalati eredményeit a 13. tablazat
tartalmazza. Megallapithato, hogy a jol definialhatod fluoreszcein megtartas, az enyhe homaly

¢s szaruhartya torzulas miatt a termék enyhén szemirritativnak bizonyult.

13. tablazat: Az Actibiol EC 50 biocid termék ICE teszttel meghatirozott szemirritaciés paraméterei

Actibiol EC 50 — enyhén irritalé

Megfigyelések Erték | ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 75 percig 3% |
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 240 percig 6% I
A legnagyobb opacitas kozépértek 0.7 I
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kozépérték 1.8 Il
Egyéb megfigyelések Nincs
Osszesitett in vitro irritacios besorolas 2x11, IxI11

Az Mellerud penészgomba eltavolitd készitmény vizsgalati eredményeit a 14. tablazat
tartalmazza. Lathato, hogy a jol definialhato fluoreszcein megtartas, az enyhe homaly és a jol
definidlhatd szaruhartya torzulas miatt a termék egyébként kdzepesen irritativnak mindsiilne,
azonban a felham két szem esetén sulyosan fellazult, ezért a biocid termék szemkorroziodt /

sulyos szemirritaciot okozott a teszt soran.
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14. tablazat: A Mellerud penészoloszer ICE teszttel meghatarozott szemirritaciés paraméterei

Mellerud penészoloszer — szemkorrozio / silyos szemirritacio

Megfigyelések Erték | ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 75 percig 1% I
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 240 percig 20% Il
A legnagyobb opacitas kozépérték 0.7 1|
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kozépérték 2.8 v
A felham sulyos
Egyéb megfigyelések fellazulasa két szem
esetében.
Osszesitett in vitro irriticios besorolas IxI,IxI11, 1xIV

A Peststop-B 10 EC rovarirtd koncentratum vizsgalati eredményei a 15. tablazatban
olvashatok. Elmondhatd, hogy nagymértékii fluoreszcein megtartds mellett, szaruhartya
homaly nem volt tapasztalhato, a torzulast enyhének taldltam, azonban a felhdm két szem

esetén sulyosan fellazult, ezért a biocid termék szemkorr6ziot / silyos szemirritaciot okozott a

teszt soran.

15. tablazat: A Peststop-B 10 EC ICE teszttel meghatarozott szemirritaciés paraméterei

Peststop-B 10 EC — szemkorrdzié / sulyos szemirritacié

Megfigyelések Erték | ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 75 percig 5% |
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 240 percig 8 % I
A legnagyobb opacitas kozépérték 0.2 |
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kozépérték 2.7 v

Egyéb megfigyelések

A felham (epithelium)
sulyos fellazulésa két
szem esetében

Osszesitett in vitro irritacios besorolas

Ix1, IxI1, IxIV
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A Peststop Combi 8 CS rovarirtdé koncentratum vizsgalati eredményei a 16.

tablazatban lathatok. Ez a biocid termék nem min0siilt szemirritativnak az ICE teszt soran.

16. tablazat: A Peststop Combi 8 CS ICE teszttel meghatarozott szemirritaciés paraméterei

Peststop Combi 8 CS — nem irritalo

Megfigyelések Erték | ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 75 percig 1% I
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 240 percig 3% I
A legnagyobb opacitas kozépérték 0.2 I
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kozépérték 0.7 I
Egyéb megfigyelések Nincs
Osszesitett in vitro irritacios besorolas 2x1,1x11,

A négy kisérleti anyagot két mérési sorozatban vizsgaltam, a 17. tablazat adataibol
megallapithatd, hogy az izolalt csirkeszemeken szemkorrdziét okozott a pozitiv kontroll

anyag, a teljes szaruhartya homaly mindkét esetben jelentkezett.

17. tablazat: A pozitiv kontroll ICE teszttel meghatirozott szemirriticiés paraméterei

Pozitiv kontroll (10%-0s ecetsav) — szemKkorro6zio / sulyos szemirritacio

Megfigyelések 1. mérési sorozat Erték ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kézépértéke 75 percig 6% I
A maximalis szaruhartya fellazulas kézépértéke 240 percig 15% |
A legnagyobb opacitas kdzépérték 3.8 v
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kézépérték 0.2 I
30 percnél a szaruhartya
Egyéb megfigyelések opacitasa mindharom
kezelt szem esetében 4-€s.
Osszesitett in vitro irritacios besorolas IxI, 1x11, 1XIV
Megfigyelések 2. mérési sorozat Erték ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 75 percig 14 % 11
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 240 percig 23 % Il
A legnagyobb opacitas kdzépérték 4.0 v
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kozépérték 0.7 I
30 percnél a szaruhartya
Egyéb megfigyelések opacitasa két kezelt szem
esetében 4-es.
Osszesitett in Vitro irritacios besorolas IxI1, IxIH, 1XIV
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A 18. tablazatban olvashat6, hogy a mérési sorozatokban a negativ kontroll anyag nem

bizonyult szemirritativnak.

18. tablazat: A negativ kontroll ICE teszttel meghatarozott szemirritaciés paraméterei

Negativ kontroll (fizioldgias sdoldat) — nem irritalo

Megfigyelések 1. mérési sorozat Erték ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 75 percig 0% I
A maximalis szaruhartya fellazulas kézépértéke 240 percig 0% I
A legnagyobb opacitas kozépérték 0.0 1|
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kozépérték 0.0 I
Egyéb megfigyelések Nincs
Osszesitett in vitro irritacios besorolas 3xll
Megfigyelések 2. mérési sorozat Erték | ICE besorolas
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 75 percig 2% I
A maximalis szaruhartya fellazulas kozépértéke 240 percig 2% I
A legnagyobb opacitas kozépérték 0.0 1
A legnagyobb fluoreszcein megtartas kozépérték 0.0 I
Egyéb megfigyelések Nincs
Osszesitett in vitro irriticios besorolas 3xlIl

3.2.2 Az in vivo és az in vitro eredmények 6sszehasonlitasa

A biocid készitményekkel folytatott irritdcios vizsgalatok eredményeit a 19. tablazat
tartalmazza. A kisérleteim soran alkalmazott 4 biocid termék koziil az Actibiol EC 50, a
Mellerud penészoldszer és a Peststop Combi 8 CS esetében megegyezett az in vitro ICE
tesztbdl €s a gyarto altal kozolt adatokbol (in vivo) szarmazo irritacios potencial. A Peststop-B
10 EC készitménynél az in vitro teszt soran erdsebb irritacid mutatkozott. A Mellerud
penészdldszer sulyosan irritativ keverék, dsszetevdi a natrium-hipoklorid szemkorroziv, a
natrium-hidroxid mard vegyi anyagok. E termék esetén az irritdcids potencidl
meghatarozasara alkalmas lett volna az izolalt csirkeszemen alapuld szemirritativ vizsgalat

eredménye, amit munkdmmal megerdsithettem.
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19. tablazat: A gyartok altal kozolt és az ICE teszttel meghatarozott szemirritaciés potencial

osszehasonlitasa

Vizsgalati anyag

Gyarto altal kozolt adatok

Eredmény az ICE tesztb6l

Actibiol EC 50

Enyhén irritativ

Enyhén irritativ

Mellerud penészoldszer

Sulyosan irritativ

Sulyosan irritativ

Peststop-B 10 EC

Enyhén irritativ

Sulyosan irritativ

Peststop Combi 8 CS

Nem irritativ

Nem irritativ

Fontos kiemelni, hogy gyengébb irritaciot egyik esetben sem jelzett az ICE teszt, mint

ami a biztonsagi adatlapokon feltiintetésre keriilt. A toxikolodgiai vizsgalatok egyik célja, hogy

a lehetd legérzékenyebb tesztobjektumokat hasznalja fel, igy biztositva, hogy a human

felhasznalok kozotti kiilonbségek révén, az érzékenyebb emberek is a kockazatok

ismeretében, kelld biztonsdggal alkalmazhassék a veszélyes anyagokat.
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4. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A primer szemirritacid vizsgalatara javasolt perspektivikus alternativ médszerek kozé
tartoznak az izolalt szerveken alapuld in vitro kisérleti modszerek, koztikk az ICE teszt. Az
ICE teszt megfelel az in vitro modszerekkel szemben altalanosan tamasztott
kovetelményeknek. Olcsobb ¢€s gyorsabb, mint a hagyomanyos Draize-féle primer
szemirritacids vizsgdlat, az eredményei jol reprodukalhatoak, az érzékenysége pedig
kiemelkedd. A vizsgalatban tesztobjektumként frissen vagott csirkékbdl izolalt szemeket
hasznal, ezaltal a szemirritdcios kisérletekben felhasznalt emldsallatok szdma jelentdsen

csokkentheto.

Az altalam biocid készitményekkel elvégzett in vivo és in vitro kisérletek
eredményeinek dsszehasonlitasa €s a nemzetkozi szakirodalomban taldlhaté mas tipusu vegyi
anyagokon végzett vizsgalatok hasonlo jellegli eredményei alapjan az ICE teszt el6vizsgalati
modszerként javasolhatod a biocid készitmények szemirritacids tulajdonsdgainak vizsgalatara.
fgy az ICE teszt alkalmazasa csokkentheti a felhasznalt emlés kisérleti allatok szamat.
Célszerii lenne a vizsgalatokat tovabbi biocid készitmények tesztelésével kibdviteni, hiszen a
Draize teszt esetleges kivaltasara vonatkozd javaslatok csak nagyszamu Osszehasonlitd

adatbazis alapjan lehetnek megalapozottak.

Az izolalt csirkeszemen végrehajtott in vitro vizsgalat csak pozitiv (korroziv, sulyosan
besorolasara, igy a kapott eredmények alapjdn meghatarozott irritacids hatds csak tajékoztatd
jellegli és nem alkalmas a készitmények korrozivnal enyhébb irritacidés potencidljanak
meghatarozasara. Ennek a legf6bb oka, hogy a mddszer nem alkalmas a tapasztalt irritacios
hatés reverzibilitdsanak vizsgélatara, hiszen az izolalt rendszer korlatozott ideig tarthaté fenn.
Az altalam korabban elvégzett vizsgalatokbol kitlinik a Peststop-B 10 EC biocid termék
esetén, hogy a Draize teszt sordn a kezdeti erds kotéhartya tiinetek a 7. napra megsziintek, az

allatok tiinetmentessé valtak.

Tehat korrozivnal gyengébb irritaciot mutatd ICE tesztek utan a végsé besorolashoz el
kell végezni az in vivo Draize-féle primer szemirritacids tesztet vagy mas az engedélyezd

hatosagok altal részben elfogadott in vitro vizsgalatot. Ez az oka, hogy dnmagaban az izolalt

35



csirkeszemen alapuld szemirritacids vizsgalat 6nmagdban nem képes kivaltani a Draize-féle
modszert. Viszont egyé€b in vitro eljarasokkal kombinalva (HET-CAM stb.) lehetové valhat a

hagyomanyos in vivo vizsgalat kivaltasa.
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5. OSSZEFOGLALAS

A kartékony szervezet kémiai vagy biologiai eszkozokkel torténd elpusztitdsara,
artalmatlannd tételére, tevékenységében vald megakadalyozéasara, elrettentésére vagy mas
modon torténd korlatozésara alkalmas szerformak (biocid termékek) pontos toxikoldgiai
mindsitése rendkiviil fontos feladat, hiszen a termék potencidlis veszélyeir6l csak igy

kaphatunk teljes képet.

A biocid termékek engedélyezéshez szilikséges toxikologiai vizsgalatok kivitelezése a
440/2008/EK iranyelv alapjan tobbségében in vivo metodikan alapszik, allatkisérletekre
tdmaszkodik. Az irdnyelv alapjan a bor- €s szemirritacids valamint a bor- és szemkorrdzios
vizsgalatokban preferalt allatfaj az albind nyul. Az 4ltalanosan elfogadott vizsgalatot Draize

¢s munkatarsai fejlesztették ki 1944-ben.

Az utobbi években egyre tobb olyan alternativ modszert dolgoztak ki, melyek egyelore
csak részben képesek kivaltani a Draize-féle tesztet. Ezen mddszerek kozé tartozik az izolalt

csirkeszemen végrehajtott in vitro szemirritacios eljaras (ICE).

Vizsgdlatomban biocid termékek szemirritativ hatdsit tanulmanyoztam az izolalt
csirkeszemen alapuld in vitro eljarassal, a vegyi anyagot kozvetleniil a csirkeszem
szaruhartyajara helyezve, a tapasztalt elvaltozasokbol (szaruhdartya duzzadas és homaly,
fluoreszcein megtartas, egyéb megfigyelések) hataroztam meg a biocid termékek irritacids
potencialjat. Az in vitro irritacios indexeket dsszehasonlitottam a termék gyartoja altal kozolt,

biztonsagi adatlapon szerepld irritacios kategoriaval.

A kisérleti eredményeim alapjan elmondhatd, hogy az in vitro ICE teszt jol
hasznalhat6 biocid termékek irritativ hatasainak vizsgalatara. Az in vitro eredmények kellden
J0 korrelaciot mutatnak a gyartok altal kozolt értékekkel, igy eldvizsgalati célbol megfeleld
modszer lehet a biocid termékek engedélyezéséhez sziikséges toxikoldgiai vizsgalatokban.
Mivel az izolalt csirkeszemen végrehajtott in vitro vizsgalat csak pozitiv (korroziv, stilyosan
besorolasara, ezért 6nmagaban soha nem lesz képes teljes egészében kivaltani a Draize-féle in

Vivo modszert.
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