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Piiloha &. 16 k vyhlasce ¢ 194/1996 Sb.
ZKOUSENI BEZPECNOSTI

1. ZkousSeni na cilovych zviratech
1.1. Toxikologické zkouSeni

Testy tolerance se provadéji tak,Zze se zkousSi biologické,toxikologické a histologické ucinky
zkouSené dopliikové ldtky,premixu nebo krmiva. Urcuje se faktor bezpecnosti,coZ je rozdil mezi
navrhovanym nejvys$$im ddvkovanim a davkou, pfi které nastupuji Skodlivé efekty. Je-li zjist€no,
7e ddvka se Skodlivymi ndsledky lezi daleko za hranicemi navrhovaného nejvy$siho davkovani,

tento koeficient se stanovuje velmi nizky nebo postaci jen faddové urceni.
1.2. Mikrobiologické zkouseni

1.2.1. Je-li ucinnd ldtka chemicky specifikovatelnd a vykazuje-li antimikrobidlni aktivitu v
koncentrovanych krmivech, provaddi se studie na stanoveni antimikrobidlniho spektra tucinnosti
ucinné latky pfi urceni minimdlni inhibiéni koncentrace u riiznych patogennich a nepatogennich
grampozitivnich a gramnegativnich druht bakterii.

1.2.2. Zkouseni k urCeni kiiZzové rezistence proti lécebnym antibiotikiim stanovenim minimdlni
koncentrace inhibitori na mutantech produkovanych in vitro a chromozomdlné rezistetnich na
dopliikovou latku.

V pfipad¢€ mikroorganismi rezistentnich k lécebnym antibiotikiim se urcuje geneticky zdklad této
rezistence.

1.2.3. Zkousky ke stanoveni schopnosti dopliitkové ldtky obsahovat rezisten¢ni selekéni faktor.
Tyto zkouSky se provadi za provoznich podminek na tom druhu zvitat, pro ktery je doplikovd

latka urcena. Poté se zkousi, zda nesou nalezené rezistecni selekéni faktory vicendsobnou

rezistenci a zda jsou pfenosné.
1.2.4. Zkousky ke stanoveni pisobeni dopliikové latky :
- na normalni stfevni floru,

- na kolonizaci trdvictho traktu, jednd-li se o mikroorganismy nebo smés nékterych rodi

mikroorganismii,

- na vyluCovani exkreci pathogennich mikroorganismi, je-li ldtka chemicky specifikovatelnd a md

antimikrobidlni aktivitu.
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1.2.5. V piipadé€,ze doplitkkova ldatka vykazuje antimikrobidlni aktivitu: zkousky ke stanoveni
procentudlniho podilu bakterii rezistentnich na dopliikovou latku v béZnych podminkéch. Tato
zkouSeni se provadi ve vétSich casovych odstupech pred, béhem a 1 mésic po nasazeni doplitkové
latky.

1.2.6. Je-li d¢innd latka mikroorganismus, urcuje se, zda je rezistentni na antibiotika.

1.2.7. Je-li ic¢innad latka vyrdbéna z mikroorganismd (napf. enzymové preparaty) urcuje se uroven

jednotlivych Zivotaschopnych mikroorganismda.
1.2.8. Jedna-li se o mikroorganismy, predkladaji se tyto informace:
- o pouziti geneticky modifikovatelnych mikroorganismi ve vyzkumu,

- kompletni technickd dokumentace o uZiti véetné dopadu na ekosystém,rizik pro zdravi lidi a

zvirat,
- podminky pro uvedeni do obéhu,véetné oznacovani a baleni.
1.3. ZkousSeni a stanoveni latkové vymény a rezidui tcinné latky

1.3.1. ZkouSeni bilanéni ldatkové vymeény. Vyloucend ddvka ucinné latky v moci a

vykalech,vylou¢end dechem ,rezidua v organismu.

1.3.2.Zjistovani latkové vymény : absorpce, rozdéleni, biotransformace, vylucovani. Eventudlné

udaje o vylucovdni Zluci z hepatoenterdlniho cyklu a ze zazivaciho traktu.

1.3.3.Analytické stanoveni rezidui: kvalitativni a kvantitativni sloZeni rezidui (dcinnd ldtka,
metabolity) v rtznych orgdnech a tkdnich zvifatrovnéz tak ve vyprodukovanych Zivocisnych
produktech po vyrovnani latkové vymény a za praktickych podminek uZiti dopliikové latky .

1.3.4.Farmako - kinetickd zkouSeni rezidui (po opakovaném poddvdni doplikové latky za

navrzenych podminek pouzivani), persistence ucinné latky a hlavnich metaboliti v rdznych

orgdnech a tkdnich po vysazeni krmiva obsahujicitho dopliikovou ldtku.

1.3.5. Zkouseni biologické pohotovosti rezidui ve tkdnich a produktech cilovych druht zvitat (viz

3.8.).

1.3.6. Metody kontroly : popis kvalitativnich a kvantitativnich metod pouZitych pro stanoveni v
bodech 1.3.1. a7z 1.3.5. s udaji o pouZité ddvce, specifité a dikazové cesté. Metody k dikazu
rezidui musi byt tak pfesné, aby byla dokazatelna takovd mnoZzstvi rezidui, kterd jsou toxikologicky

nezavadna.
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2. Zkouseni vyloucenych rezidui

2.1. Druh a koncentrace rezidui uc¢inné latky vcéetné metabolitli v exkrementech.
2.2. Persistence (polocas rozpadu) a kinetika eliminace v hnoji, kejdé, slamé.

2.3 Utinky na tvorbu metanu.

2.4. Odbourdvani, persistence (polocas rozpadu) v ptdé (rtizné padni typy).

2.5 Utinek na ptdni faunu a mikrobidlni procesy transformace (odbourdvani rostlinnych a
Zivocisnych rezidui, dusikovd vyména a jiné).
2.6. Utinek na rostliny (osivo - kliGivost, rdst rostlin, piijem rostlinami atd.). Tyto zkousky se

provadi v uzavieném prostoru i v provoznich podminkach na rtznych druzich rostlin.

2.7. Rozpustnost a stabilita produktii ve vodé (ucinné latky, metaboliti) pochazejicich z uziti

dopliikkové latky (krmiva).
2.8. Utinek na vodni faunu a floru.
2.8.1. Utinek na rostliny (napf. rodu chlorella).

2.8.2. Toxicita u bezobratlych (napf. Daphnia magna).

vees

oblasti).

3. Zkousky na laboratornich zviratech

Tato zkouSeni se provddéji s ucinnou ldtkou a jejimi hlavnimi metabolity, jestlize se vyskytuji v
ziskaném Zivoc¢iSném produktu a jsou biologicky vyuZitelné. Pokusnd zvitata se vybiraji podle
moznosti ta, u kterych se predpoklddd, Ze dopliikovd latka bude metabolizovat obdobné jako u
lidi. Je nutny dplny popis provedenych pokusti, druh a piivod pouZitych zvitat, velikost a pocty
kontrolnich skupin, pouzité ddvky, sloZzeni krmné davky, vysledky analyz krmiva, podminky

chovu, pfesnd délka trvani pokust, ¢asovy bod riznych provedenych zasahti, mortalita.

Dokumentace obsahuje vSechna makroskopickd,mikroskopickd a histopatologicka zjiSténi,
pozorovand na pokusnych zvitatech, s udanim ¢asového bodu ndstupu patologickych pfiznakt. Z
provedenych zkouSek se predklddaji podrobné zpracované vysledky vcetné statistického

vyhodnoceni.
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3.1. Akutni toxicita

3.1.1. Akutni ordlni zkousky na toxicitu se provadi na dvou druzich zvitat (jako jeden z nich je
doporucovdn potkan). Maximdlni ddvkovdni by nemélo pfekrocit 2000 mg na 1 kg Zivé
hmotnosti. Detailni zdiznamy o pozorovanych biologickych efektech béhem minimdlné dvou tydni

po aplikaci budou k dispozici. Tyto studie nejsou nutné pro enzymové preparaty.

3.1.2. Akutni toxicita pfi vdechovdni, ucinek na pokozku a je-li potfebné na sliznice, rovnéz tak
alergicky potencidl se zjistuji ve zkouskdch, které umozni urceni moznych nebezpeli pro uziti
dopliikkové latky.

3.2. Mutagenita

3.2.1. Pro chemicky specifikovatelné doplikové ldtky

PEAYE

Pro identifikaci mutagennich vlastnosti ic¢inné latky nebo jejich metabolitti se provadi vybrané
kombinace zkouSek na stanoveni mutagenity. Tyto zkousky jsou zaloZeny na rtiznych genetickych
zékladech.Testy se provadi za pfitomnosti a nepifitomnosti mikrosomdlnich sav¢ich preparatt pro

metabolickou aktivaci.
Doporucuje se nasledujici kombinace testi :
- zkouSka genové mutace v prokariotickém systému,

- zkouSka genové mutace v in vitro eukariotickém systému nebo na pohlavi vdzany recesivni

letdlni faktor s Drosophilou melanogaster,
- in vitro a in vivo zkousSky na stanoveni chromozomalniho poSkozeni.

Ve vsech piipadech se vybér zkousek zdGvodni .Stanovi se vhodné zkousky.které se provedou
podle platnych zdsad. ZdleZi na ziskanych vysledcich a celkovém profilu toxicity latky,stejné tak
jako na jejim uziti, zda je nutno provést dodatecné zkousky.

3.2.2. V piipadé enzymovych prepardtli odvozenych z mikroorganismi se vyZaduji ndsledujici
testy:

- zkouska genové mutace bakterif,

- test chromozomadlni aberace (pfednostné in vitro).

Toxikologické testy se provddéji s pouZzitim fermentaéniho prepardtu konecné Cistoty, pred
pridanim nosictl, fedidel nebo dalsich substanci.Zdkladnim pravidlem je,Ze se provadi v souladu s

pravidly stanovenymi uzndvanymi mezindrodnimi instituty.Vzhledem k projevujicim se efektim na
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bunécné drovni u latek proteinové povahy nebo enzymatické aktivity nékterych enzymovych
prepardtd se pripousti nékteré modifikace ve standardnim protokolu ,Cdstecné i u testdl in

vitro.Odlisnosti se akceptuji pokud jsou podpofeny argumenty.

Testovaci systém je koncipovdn tak,aby odhalil nespecifické toxické reakce a genotoxické efekty.
Kombinovand informace ze vSeobecné specifikace a tento rozSifujici test ddvaji moznost vyuZit

preparéat pro zjiSténi pfitomnosti obou specifickych toxinii a nezndmych toxickych sloZek.

Toxikologickd zprdva obsahuje dostate¢nou dokumentaci , testy se provddi na materidluktery

tvofi zdklad kone¢ného obchodniho vyrobku tak,jak je popsdno v technické dokumentaci.
3.3 . Metabolické a farmakokinetické aspekty.

Jednd-li se o ucinné latky,které jsou chemicky stanovitelné, bilan¢ni zkousky a rovnéz tak urceni
metabolitd se provadi pomoci pro tyto ucely odpovidajicich oznacenych molekul jedné nebo vice
davek ucinné latky ve vhodném case. ZkousSky ldtkové vymény zahrnuji zkousky o
farmakokinetice ucinné latky a jejich hlavnich metaboliti. Pfi vybéru dalSich toxikologickych
zkousek na relevantnich druzich zvitat se zohlednuji rozdily v metabolismu ucinné latky u rtznych

druht zvitat.
3.4. Subchronicka toxicita

Vétsinou se tyto zkousky provadi na 2 druzich zvitat (jednim jsou piednostné potkani, druhym pak

cilovy druh zvitat).

ZkouSend latka se poddva ordlné, tim se stanovi vztah ddvka - ucinek. Délka zkouSky je u
hlodavcl minimdlné 90 dni. V urcitych piipadech se provadéji zkousky od 6 mésici do 2 let na
psech nebo jinych nehlodavcich pro urceni citlivosti riznych druhti zvitat ve vztahu k testované

latce.

Tato zkouska se neprovddi u mikroorganismi.Jednd-li se o enzymové prepardty pochdzejici z

mikroorganismd, je dostacujici 90denni ordlni test na hlodavcich.
3.5. Chronicka toxicita/karcinogenita

Dlouhodobé zkousky chronické toxicity se provadi na hlodavcich (pfednostné potkanech),
zkousky karcinogenity na 2 druzich hlodavcil (pfednostné na potkanech). Zkousend substance je
poddvdna ordlné v rtznych davkach.Provddi se rovnéz kombinované zkousky na dlouhodobou
toxicitu/karcinogenitu s prenatdlni expozici .Délka zkousky je minimdln€ 2 roky u potkani a 18
tydna u mysi. Kdyz fada pokust pirekro¢i minimalni ¢asovou délku trvani, ukondi se, jakmile pocet

A

zvitat, ktery prezije v kazdé skupiné, s vyjimkou skupiny s nejvyssi ddvkou, klesne na 20 kust ze
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sta. PIné klinicko—chemické, hematologické zkousky a zkousky moci se provadi s vhodnym
Casovym odstupem béhem celého trvani pokusu. Makroskopické a histologické zkousky se

provadi béhem testu a u zvitat, kterd na konci pfeZila pokus.
3.6. Zkousky ucinku na reprodukci

Provadi se na potkanech. Provadi se minimdlné po 2 generace v piimych liniich piivodu a v
souvislosti se zkouskami na embryondlni toxicitu, eventuelné teratogenitu. VSechny relevantni
parametry plodnosti, bfezosti a vrhu stejné jako pre- a postnatdlni situace se peclivé pozoruji a

popisuji. Specifické zkousky teratogenity se provadi minimélné€ na 2 druzich zvitat.
3.7. Toxikologie metabolitii

Podklady pro vypocet koncentrace rezidui se pozaduji jako zdklad pro odhad rizika u lidi. Tyto

podklady se pfedkladaji pro vypocet ochranné lhity doplikové latky.

3.8. Ostatni relevantni zkousky

/////

dopliikkové latce nebo novém krmivu.



