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Hlas alternativnych metéd na Slovensku

V dnoch 26. - 28. 06. 2019 sa konala uz 24. toxikologickd konferencia s medzinarodnou
Gcastou TOXCON. Konferenciu kazdoro¢ne organizuje Slovenska toxikologickd spoloénost
SETOX, Centrum experimentalnej mediciny Slovenskej akadémie vied (SAV) a Ceska
spolec¢nost pro experimentalni a klinickou farmakologii a toxikologii. Tento rok boli sekcie
TOXCONu venované in vitro toxikoldgii (testovacie metoddy, ktoré vyuzivaju tkanivové
a bunkové kultlry), nanotoxikoldgii a farmatoxikoldgii, ekotoxikoldgii, ale aj cytotoxicite,
genotoxicite a mutagenite. Po prvykrat vsak bola celd jedna sekcia venovana aj
praktickému zavedeniu alternativnych metéd na Slovensku.

Alternativne metody

invitro )

in silico »

Alternativne metddy nahrddzaju testovanie na zvieratdch, tzv. in vivo

Principy 3R v nasich podmienkach

Odbornu sekciu Implementacia principov 3R na Slovensku, na ktorej odznelo celkom
7 prednasok, spoluorganizoval so SETOX Narodny kontaktny bod pre vedecku a technickud
spolupracu s Eurépskym uradom pre bezpeénost potravin (EFSA) a Narodny kontaktny bod
siete PARERE. Oba tieto kontaktné body maju sidlo na odbore bezpecnosti potravin a vyzivy
(OBPV) Ministerstva podohospodarstva a rozvoja vidieka (MPRV SR). OBPV sa sekciu
rozhodlo organizovat nielen z hladiska legislativnej poziadavky (potreba propagécie
a podpory implementécie alternativnych pristupov vyplyva kazdému &lenskému statu EU
zo smernice Eurdpskeho parlamentu a rady EU ¢ 2010/63/EU o ochrane zvierat
pouzivanych na vedecké ucely), no hnacim motorom bol aj eticky rozmer. Moderna
spolo¢nost a pokrok ludstva totiz vyZzaduje, aby boli testy na laboratdrnych zvieratach
nahradené alternativami vSade tam, kde to je mozné. Ak neexistuju validované (oficidlne
uznané) alternativne metddy, je potrebné kriticky nazerat na poclet pouZitych zvierat
a klast si otdzku, & je mozné redukovat ich pocty v testoch. Pretoze principy 3R maju $irsi
rozsah ako len jednoducho podporovat alternativy k testovaniu na zvieratadch. Tam, kde sa
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neda vyhnut pouZivaniu zvierat, maju za ciel zlepsit Zivotné podmienky experimentalnych
zvierat a znizit mieru bolesti a utrpenia, ktorému su zvieratd v testoch vystavené.

Principy 3R

Principy 3R boli definované zoolégom W. Russelom a mikrobiolégom R. Burchom
uZ v roku 1959 v publikacii Principy humannej experimentalnej techniky

Ochrana zvierat v testoch

Program sekcie zahajila MVDr. Veronika Cubinkova, PhD. (Neuroimunologicky Ustav SAV),
ktord predstavila ¢innost Narodného vyboru na ochranu zvierat pouzivanych na vedecké
Ucely (NV). NV bol oficidlne zriadeny na MPRV SR na zdaklade legislativnej poziadavky
(nariadenie vlady SR ¢&. 377/2012 Z. z., ktorym sa ustanovuju poZiadavky na ochranu
zvierat pouZivanych na vedecké tcely alebo vzdeldvacie tcely) v roku 2018. Clenmi NV sU
predstavitelia MPRV SR, SAV a tiez akademicki pracovnici. Jeho hlavnym ucelom je
poskytovat informacie a odborni podporu tzv. orgdnom pre dobré Zivotné podmienky
zvierat. Takéto organy musi zriadit kazdy chovatel, dodavatel, ale aj konecény pouzivatel
laboratdrnych zvierat (ich zaujmom je poradenstvo v oblasti 3R pre zamestnancov a na
starosti by mali mat tieZ monitoring dobrych Zivotnych podmienok, tzv. ,welfare"
laboratérnych zvierat). NV okrem toho spolupracuje a vymiena si skdsenosti s NV inych
Statov (kaZdy Clensky $tat EU musi mat takyto NV zriadeny). Ciefom NV je minimalizovat
pouzivanie laboratérnych zvierat a posilnit zavedenie principov 3R ako na narodnej, tak
i eurdpskej a medzinarodnej uUrovni. NV by mali Gzko spolupracovat s narodnymi
platformami v oblasti 3R (na Slovensku je to platforma SNP 3Rs).

Zvierata, na ktorych su vykonavané testy na vedecké Gcely, si na Slovensku chranené
Statnou veterindrnou a potravinovou spravou SR (SVPS SR). MVDr. Daniela Bucsuhazyova
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priblizila, ako musi Ziadatel o projekt, v ktorom suU vyuzivané zvierata, jednoznacne
dokazat, Ze prinos projektu prevysuje ujmy spdsobené zvieratam:
Projekt musi jasne dokazovat aplikaciu principov 3R:

e Ziadatel musi pri predloZeni projektu SVPS SR ukézat, Ze neexistuju alternativne
metody, ktoré by sa dali v projekte vyuzit. Dokazy predklada vo forme vysledkov
vyhladavania z databaz alternativnych metéd (napr. z Referenéného laboratéria EU
pre alternativy k testovaniu na zvieratach EURL-ECVAM alebo zo stranok Centra pre
alternativy k testovaniu na zvieratach CAAT Ci Eurépskeho centra pre ekotoxikoldgiu
a toxikolégiu chemikalii ECETOC a pod.). Vysledky z takychto vyhladavani pre dany
projekt nesmu byt starSie ako 3 mesiace.

e Ak sa v projekte nedd vyhnut pouzitiu Zivych zvierat, je potrebné, aby sa pouzivali
¢o ,najnizdie" druhy zvierat, na ktorych je vyskum uskuto¢nitelny. SVPS SR tiez
kriticky prihliada na redukciu poctu zvierat, na ,zjemnenie" testovacich metdd a na
zlepSenie welfare laboratérnych zvierat.

Okrem toho, SVPS SR pravidelne preskoluje persondl manipulujlci s laboratérnymi
zvieratami. Takéto povinné Skolenia by mali pre zvieratad zabezpecdit aspon Ciastoénu Glavu
od utrpenia. PoCas samotnych testov na zvieratach a tiez pocas chovu laboratérnych
zvierat kontroluje SVPS SR dodrziavanie ochrany zvierat (podla nariadenia viddy SR .
377/2012 a podla vyhlasky MPRV SR ¢&. 436/2012). V pripade zistenia nedostatkov udeluje
SVPS SR néasledné opatrenia, ale aj sankcie.

Regulacné poziadavky na testovanie

MVDr. Bucsuhazyova zo SVPS SR objasnila, Ze pri regula¢nom testovani bezpecnosti latok
(legislativou vyZadované testovanie), ktoré si vyZzaduje pouzitie zivych zvierat, pretoze
alternativa nie je oficiadlne validovana, je potrebné zabranit duplicitnému testovaniu na
zvieratach. Ak totiz pre regulacné testovanie danej latky existuju vysledky z testov na
zvieratach, nie je Ziaduce ich opakovat. Ziadatel preto musi pred zahdjenim testov podpisat
Cestné vyhlasenie, 7ze latka dosial’ nebola testovana na zvieratach, a preto pre toto
konkrétne regulac¢né testovanie neexistuju vysledky. Zaroven sa Ziadatel zavazuje, ze latka
nebude pouzitd v kozmetickom priemysle (zdkaz testovania kozmetiky a jej jednotlivych
zloziek na zvieratach vyplyva z nariadenia EP a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kozmetickych
vyrobkoch). Musi tiez uviest, podla ktorej legislativy je toto regulacné testovanie na
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zvieratach potrebné (testy na zvieratach vyZaduje napr. nariadenie REACH o registracii,
hodnoteni, autorizacii a obmedzovani chemikali).

Aplikaciu principov 3R v oblasti hodnotenia bezpecnosti chemickych latok blizsie priblizila
MVDr. Irina Sadlofiovd (Centrum pre chemické latky a pripravky, Ministerstvo
hospodarstva SR). Chemické latky su regulované eurdpskym nariadenim REACH, ktorého
hlavhym Ucelom je ochrana zdravia ludi, zvierat a ochrana Zivotného prostredia. Preto
kazdad chemikalia, uvedend na eurdpsky trh v roénom objeme nad 1 tonu, musi byt
registrovana na zaklade hodnotenia bezpecCnosti pre ludi (a to ako pre spotrebitelov, tak
aj pre pracovnikov vo vyrobe), zvierata a Zivotné prostredie.

Uplatfiovanie poziadaviek nariadenia REACH malo za nasledok zvysenie poctu testov na
zvieratach, Co vydstilo v intenzivny rozvoj, validaciu a zaradovanie alternativnych
testovacich metdd na hodnotenie bezpeénosti chemikalii. O potrebe nahradit testy na
stavovcoch alternativnymi metdédami hovori konkrétne ¢lanok 13 a 25. REACH je stéle
,2ivé“ a priebezne dopifiané nariadenie (napr. najnovsou aktualizdciou je nariadenie
Komisie (EU) 2019/1390 z 31. jula 2019, ktorym sa na ucely prispbsobenia technickému
pokroku meni priloha k nariadeniu (ES) ¢. 440/2008, ktorym sa ustanovuju testovacie
metddy podla nariadenia REACH). Testy na zvieratach by aj podla nariadenia REACH mali
byt poslednou moznostou po vyuziti vSetkych alternativnych metdéd a dostupnych
informacii o (eko)toxicite chemickej latky.

K nariadeniu REACH vydava Europska chemickda agentura (ECHA) usmernenia, ktoré
Ziadatelom pomahaju sa orientovat v tejto zloZitej problematike. ECHA na svojom webe
poskytuje informacie o testovani na zvieratach v rdmci REACH a tieZz o tom ako sa vyhnut
neziaducemu testovaniu.

Vyuzitie alternativhych metdd je vSak pri testovani bezpecnosti chemickych latok, zial,
stale limitované. Bez pouzitia zvierat nie je mozné stanovit napr. akdtnu toxicitu po podani
latky, toxicitu po opakovanej davke, vyvojovu a reprodukénd toxicitu ¢i karcinogenitu.

Kol'’ko zvierat sa pouzije na testovanie?

Podla Udajov SVPS SR bol v roku 2018 celkovy pocet zvierat pouZitych v testoch
v Slovenskej republike 17 592. Zo Statistik vyplyva, Ze celkovy pocet zvierat od roku 2014
(14 109) stupol. Tieto Cisla vSak mdzu byt ovplyvnené aj tym, Ze niektoré projekty su
schvalované na viac rokov (tzn. v roku bolo schvalenych menej projektov, pretoZe projekty
esSte trvali z predchadzajucich rokov, naopak, v roku 2018 sa schvalovali nové projekty).

typ vyskumu pocet zvierat
zakladny vyskum 11 364
regulacné testovanie 4828

toxikologické skusanie a farmakologické testy bezpecnosti 4132

regulacné testovanie bezpecnosti liekov, vakcin a testovanie ich Uc¢innosti s

vzdelavanie a tréning na vysokych Skolach 30
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Alternativy v praxi

V lekarskom vyskume je pouzitie zvieracieho in vivo modelu stale klic¢ovym prvkom.
O medzistupni medzi in vivo a in vitro metédami rozpravala doc. MVDr. Eva Petrovova,
PhD. (Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach). Vyuzitie hlodavcov ci
kralikov, ktoré sa vo velkej miere vo vyskume pouzivaju, nie je len vyraznym etickym, ale
aj praktickym a technickym problémom. Akysi medzistupen medzi testami na zvieratach
a in vitro alternativnymi metédami predstavuje model vtacieho embrya.

Vtacie embryo je etickejSou alternativou ako testovanie na vyvinutom zvierati, je lahko
dostupné, lacné a pouzitelné na testovanie réznych latok. Vyvoj embrya prebieha mimo
matky, takze nie je ovplyvnené jej metabolizmom a od istého obdobia vyvinu ma funkcény
imunitny a nervovy systém.

Pouzitie vtacieho embrya (kuracieho Ci prepeli¢ieho) poskytuje efektivny ,zvieraci* model
napr. pri stanoveni biokompatibility implantatov urcenych pre regeneracni medicinu.
Chorioalantoickd membrana vtacieho embrya vykazuje odpoved podobnu tej, ktora vznika
pri testovani biokompatibility na cicavcoch. Navyse, tento model umoznuje sustavny
monitoring testovaného materialu.

Pri testovani biokompatibility vSak vyuZitie alternativneho zvieracieho modelu nekondi.
Vtacie embryo je mozné pouzit napr. aj na stanovenie embryondlnej toxicity vo
farmaceutickom vyskume alebo pri sledovani angiogenézy (tvorby ciev v organizme
jedinca) v biomedicine. Odbornici dokonca vidia potencial vtacieho embrya v budicom
vyskume rakoviny Ci Alzheimerovej choroby!

Moderné laboratérium, zaoberajuce sa testovanim bezpecnosti latok, sa nespolieha len na
testovanie na zvieratach, ale zavadza aj in vitro metédy. O tom povedala viac priamo
»Z prvej ruky" pani Ing. Marta Muckova, PhD. (laboratérium hameln rds a.s., ktoré je od
roku 2015 ¢lenom Siete laboratdrii EU pre validaciu alternativnych metdéd EU-NETVAL, Gzko
spolupracujucou s EURL ECVAM). Laboratérium postupovalo pri praktickom zavedeni
jednotlivych in vitro metodik testovania bezpecnosti chemickych latok podla testovacich
priruciek Organizacie pre hospodarsku spolupracu a rozvoj (OECD). Pre alternativu in vitro
sa laboratérium rozhodlo napr. u testov 431 - korozivita, 439 - koznd drazdivost, 492 -
o¢na drazdivost.

Bohuzial, v pripade niektorych testovanych ldtok nebolo mozné pouzit alternativnu
metddu, aj ked oficidlne validovand metdda existovala. Problémy sa objavili napr.
v suvislosti s nejednoznacnymi vysledkami, ktoré poskytli v konkrétnom pripade in vitro
testy. Najcastej$im dévodom boli vlastnosti latky (napr. nerozpustnost), prip. laboratérium
zaznamenalo faloSne negativnhe vysledky. Z tohto dovodu sa laboratérium pri in vivo
testoch zameralo aspofi na aplikaciu jedného z principov 3R: na zjemnenie testovacej
metody za pouZitia ¢o najmensieho poctu zvierat.

- Ako ukazuje skusenost z praktickej prevadzky, ak sa nepodari testy na
zvieratach nahradit, pre zniZenie utrpenia zvierat sa vZdy da urobit aspori nieco,
hoci aj maly krok.

Osobitni kapitolu predstavuje testovanie bezpecnosti liekov, ako dalej objasnila Dr.
Muckova. Alternativhu metodu, ktora je validovana pre chemické latky, totiz nemozno
automaticky pouzit pre lieky. Lieky musia pred samotnym uvedenim na trh podstupit
niekolko faz testovania, pri ktorom sa overuje ich bezpeénost pre zdravie ludi. V tzv.
predklinickej faze mézu byt vyuzivané na testovanie bezpeénosti liekov zvieratd, ale aj
alternativne metddy. Vybor pre lieky na humanne pouzitie, ktory je stucastou Eurdpskej
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liekovej agentury (EMA), publikoval dokumenty o alternativnych metdédach a o mozno-
stiach ich pouzitia pri testovani bezpecnosti liekov: prirucku pre regulacné akceptovanie
principov 3R pre lieky a prehlad sucasnych poziadaviek pre testovanie liekov a moznosti
aplikacie principov 3R. EMA sa zaviazala podporovat pouZivanie principov 3R vSade tam,
kde to je mozné bez ohrozenia bezpecnosti a ucinnosti liekov pre pacientov.

Aj pri testovani bezpeénosti zdravotnickych pomécok by mali byt dodrziavané principy 3R.
Je potrebné zabranit zbytoc¢nej duplicite testov na zvieratach (ako vyplyva napriklad priamo
z nariadenia EP a Rady (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych poméckach in
vitro).

Sucasny stav v oblasti implementacie in vitro metdéd do medzinarodnych a narodnych
noriem pre stanovenie biokompatibility zdravotnickych pomdcok (ISO 10993) predstavila
Ing. Helena Kandarova, PhD., ERT (SETOX) v spolupraci s Ing. Evou Podobovou, PhD.
(Urad pre normalizéciu, metrolégiu a skiobnictvo SR). Podla Medzinarodnej organizacie
pre normalizaciu (ISO) musia zdravotnicke pomécky, ktoré prichddzaju do kontaktu
s fudskym organizmom, podstupit désledné testovanie, ktoré ¢astokrat zahfria prave testy
na zvieratach. U chemickych latok, liekov a najmé& u kozmetiky je citelny narast
implementacie alternativnych metéd a aplikacie principov 3R. Ukazuje sa, Ze pouzivanie in
vitro metodik pri testovani bezpecnosti zdravotnickych pomdcok by mohlo byt efektivnejsie
a spolahlivejsie ako testovanie in vivo na Zzivych zvieratach. Priklon k alternativhym
metédam by navySe mohol usetrit Cas i financie vynalozené na testovanie (nielen)
zdravotnickych pomocok.

Niektoré z in vitro metéd (napr. stanovenie cytotoxicity, génovej toxicity) su uz
implementované v ISO normach pre zdravotnicke pomocky. Zdravotnicke pomécky vSak
z hladiska pocCtu zavedenych alternativ metdd zaostavaju za kozmetikou, chemickymi
latkami Ci liekmi.

Na Slovensku vznikla v roku 2015 Technicka komisia ¢. 102 (TK 102), ktord je zodpovedna
za zavadzanie a aktualizdciu ISO 10993 pre zdravotnicke pomocky. TK 102 teda
predstavuje pre implementaciu alternativnych metdd pre testovanie bezpecnosti
zdravotnickych pomocok v SR vyraznu odbornd pomoc.

Porovnanie s Ceskom

V Ceskej republike je propagécia aimplementécia alternativnych metdd pomerne
rozvinutou zalezZitostou. Viac o tom povedala MUDr. Dagmar Jirova, CSc. (Statni zdravotni
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ustav, SzU). V rdmci Centra toxikoldgie a zdravotnej bezpe¢nosti SZU bolo v roku 2001
zalozené centrum na propagaciu alternativnych metdd a principov 3R (3R Centrum), ktoré
slizilo ako odborna sucast zdruzenia CZECOPA. CZECOPA bola oficidlne registrovana ako
mimovlddna neziskova organizéacia v roku 2003. Clenmi CZECOPA boli nielen partneri
z vedeckych institlcii, ale aj z priemyslu a mimovladnych organizacii na ochranu zvierat,
odbornych spoloc¢nosti a tiez zastupcovia vladnych institacii. V sucasnosti aktivity
zdruzenia CZECOPA Uplne prevzalo Centrum toxikoldgie a zdravotnej bezpecnosti SzU,
ktoré v Ceskej republike zastava funkciu 3R Centra.

Jednym z dovodov rozvoja alternativnych metdd v ramci Centra toxikolégie a zdravotnej
bezpecnosti SZU, bol aj bliziaci sa zakaz testovania konecnych kozmetickych vyrobkov na
zvieratach (v EU od 11. 09. 2004), zakaz testovania jednotlivych zloZiek pouZivanych
v kozmetike (v EU od 11. 03. 2009) a zékaz uvadzania kozmetiky na trh, ktorej kone¢né
zloZenie, jednotlivé zlozky alebo ich kombinacie boli testované na zvieratach (v EU od 11.
03. 2013 na zaklade nariadenia EP a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kozmetickych vyrobkoch).
Zaujimavostou je, ze v Cesku bol platny zdkaz testovania koneénych kozmetickych
vyrobkov, ale aj ich zloziek v platnosti uz v roku 2004 (na zaklade zakona &. 77/2004 Sb.
- zakon, kterym se méni zakon ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvirat proti tyrani, ve znéni
pozdéjsich predpisd).

V rdmci Centra toxikoldgie a zdravotnej bezpeénosti SZU sa 3R Centrum zameriava hlavne
na nahradenie testov na zvieratach in vitro a in silico metédami, ktoré sa pouzivaju pri
hodnoteni bezpecnosti zloZziek a konecnych vyrobkov pre spotrebitelov. Centrum
toxikoldgie a zdravotnej bezpecnosti SZU a jeho Narodné referencéné laboratérium pre
experimentalnu imunotoxikolégiu a Oddelenie alternativnych toxikologickych metod plini
tiez funkciu laboratéria siete EU-NETVAL a Narodného kontaktného bodu siete PARERE pre
CR.

Propagacné aktivity Centra toxikoldgie a zdravotnej bezpecnosti SZU s skuto¢ne bohaté.
Okrem zvysSovania povedomia o alternativnych metdédach v priemysle (testovanie
chemikalii, kozmetiky, zdravotnickych pombdcok, ale aj hraciek) tiez organizuje napr.
praktické Skolenia pre rutinné zavadzanie alternativnych metdéd v réznych typoch
testovacich laboratérii. K Sireniu osvety tieZ vyrazne napomaha spolupraca s masmédiami,
ale aj Uzka kooperacia s vedeckymi institiciami a univerzitami.
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Spokojny ucastnicko-organizacny tim sekcie Implementdcia principov 3R na Slovensku, zlava: Dr. Kanddrovd, Ing. Milec, Dr.
Sadloriovd, Dr. Bucsuhdzyovd, Dr. Cubinkovd, Dr. Mtckovd, Doc. Petrovovd, Dr. Jirovd (autor foto: RNDr. Mojmir Mach, PhD.)
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Budiicnost alternativhych metéd

V priemyselnom odvetvi (kozmetika, chémia, farmacia) su uz niektoré alternativne metody
oficidlne validované a podmienené regulativnhym ramcom, vo vzdeldvacom systéme vsak
takéto pravidlad stanovené nie su. Na Slovensku stdle zaostdva aplikacia principov 3R na
vysokych Skoldch (lekarske, veterindrne, farmaceutické a prirodovedecké fakulty). To, ze
sa niektoré postupy praktickej vyuky opakovali po desatroéia, neznamena, ze ich
netreba aktualizovat podl'a najnovsich poznatkov. Alternativne metddy totiz
v niektorych pripadoch mo6Zzu priniest spolahlivejSie vysledky ako tie klasické, kedy sa
pouzival experiment na zvierati. V akademickej sfére preto pomo6ze jedine osveta
a nadsenie v radoch pedagdgov i Studentov.

Ako nastroj na osvetu a podporu implementacie alternativnych
pristupov aj na vysokych Skolach by mala slizit platforma SNP 3Rs,
ktora je na Slovensku prva svojho druhu. Platforma vznikla ako
sucast SETOX v roku 2018 po vzore inych ¢lenskych $tatov EU, kde
sU uz takéto zoskupenia bezné. SNP 3Rs zdruzuje expertov
a zaujmové skupiny v oblasti toxikoldgie, alternativnych metod
a principov 3R. Viac informacii je dostupnych na na webovej stranke
OBPV a tiez priamo na webe platformy.

Okrem toho, OBPV si za ciel' kladie organizovat dalSie odborné podujatia v oblasti
implementacie principov 3R, spolocne s platformou SNP 3Rs. Pretoze je urcite potrebné
hovorit o tom, ¢o su to alternativne metddy, ale eSte dblezitejsie je ukazat, ako ich pouzivat
v praxi. Aj budlce podujatia by mali slizit na vymenu skulsenosti a ndzorov medzi
odbornikmi, ktori uz s alternativnymi metédami pracuju a tymi, ktori o ich zavedeni len
uvazuju.

Laska k zvieratam je pre ¢loveka prirodzend. Tak preco ich nechavat trpiet, ak existuju aj
sucitnejsSie a etickejSie moznosti?

Ved ako povedal samotny Mahatma Gandhi: ,Velkost a mravny pokrok ndroda sa poznd
podla toho, ako zachadza so zvieratami*.
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Centrum pre alternativy k testovaniu na zvieratach
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Ministerstvo podohospodarstva a rozvoja vidieka SR
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Technicka komisia ¢. 102




HLAS ALTERNATIVNYCH
METOD NA SLOVENSKU

spracovala: Ing. Lucia Milec

odbor bezpecnosti potravin a vyzivy MPRV SR

publikované 13. 11. 2019



