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PrÏõÂloha cÏ. 16 k vyhlaÂsÏce cÏ. 194/1996 Sb.

ZKOUSÏENIÂ BEZPECÏ NOSTI

1. ZkousÏenõÂ na cõÂlovyÂch zvõÂrÏatech

1.1. ToxikologickeÂ zkousÏenõÂ

Testy tolerance se provaÂdeÏ jõÂ tak,zÏe se zkousÏõÂ biologickeÂ,toxikologickeÂ a histologickeÂ uÂcÏinky

zkousÏeneÂ doplnÏ koveÂ laÂtky,premixu nebo krmiva. UrcÏuje se faktor bezpecÏnosti,cozÏ je rozdõÂl mezi

navrhovanyÂm nejvysÏsÏõÂm daÂvkovaÂnõÂm a daÂvkou, prÏi ktereÂ nastupujõÂ sÏkodliveÂ efekty. Je-li zjisÏteÏno,

zÏe daÂvka se sÏkodlivyÂmi naÂsledky lezÏõÂ daleko za hranicemi navrhovaneÂho nejvysÏsÏõÂho daÂvkovaÂnõÂ,

tento koeficient se stanovuje velmi nõÂzkyÂ nebo postacÏõÂ jen rÏaÂdoveÂ urcÏenõÂ.

1.2. MikrobiologickeÂ zkousÏenõÂ

1.2.1. Je-li uÂcÏinnaÂ laÂtka chemicky specifikovatelnaÂ a vykazuje-li antimikrobiaÂlnõÂ aktivitu v

koncentrovanyÂch krmivech, provaÂdõÂ se studie na stanovenõÂ antimikrobiaÂlnõÂho spektra uÂcÏinnosti

uÂcÏinneÂ laÂtky prÏi urcÏenõÂ minimaÂlnõÂ inhibicÏnõÂ koncentrace u ruÊ znyÂch patogennõÂch a nepatogennõÂch

grampozitivnõÂch a gramnegativnõÂch druhuÊ bakteriõÂ.

1.2.2. ZkousÏenõÂ k urcÏenõÂ krÏõÂzÏoveÂ rezistence proti leÂcÏebnyÂm antibiotikuÊ m stanovenõÂm minimaÂlnõÂ

koncentrace inhibitoruÊ na mutantech produkovanyÂch in vitro a chromozomaÂlneÏ rezistetnõÂch na

doplnÏ kovou laÂtku.

V prÏõÂpadeÏ mikroorganismuÊ rezistentnõÂch k leÂcÏebnyÂm antibiotikuÊ m se urcÏuje genetickyÂ zaÂklad teÂto

rezistence.

1.2.3. ZkousÏky ke stanovenõÂ schopnosti doplnÏ koveÂ laÂtky obsahovat rezistencÏnõÂ selekcÏnõÂ faktor.

Tyto zkousÏky se provaÂdõÂ za provoznõÂch podmõÂnek na tom druhu zvõÂrÏat, pro kteryÂ je doplnÏ kovaÂ

laÂtka urcÏena. PoteÂ se zkousÏõÂ, zda nesou nalezeneÂ rezistecÏnõÂ selekcÏnõÂ faktory võÂcenaÂsobnou

rezistenci a zda jsou prÏenosneÂ.

1.2.4. ZkousÏky ke stanovenõÂ puÊ sobenõÂ doplnÏ koveÂ laÂtky :

- na normaÂlnõÂ strÏevnõÂ floru,

- na kolonizaci traÂvicõÂho traktu, jednaÂ-li se o mikroorganismy nebo smeÏs neÏkteryÂch roduÊ

mikroorganismuÊ ,

- na vylucÏovaÂnõÂ exkrecõÂ pathogennõÂch mikroorganismuÊ , je-li laÂtka chemicky specifikovatelnaÂ a maÂ

antimikrobiaÂlnõÂ aktivitu.
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1.2.5. V prÏõÂpadeÏ ,zÏe doplnÏ kovaÂ laÂtka vykazuje antimikrobiaÂlnõÂ aktivitu: zkousÏky ke stanovenõÂ

procentuaÂlnõÂho podõÂlu bakteriõÂ rezistentnõÂch na doplnÏ kovou laÂtku v beÏzÏnyÂch podmõÂnkaÂch. Tato

zkousÏenõÂ se provaÂdõÂ ve veÏ tsÏõÂch cÏasovyÂch odstupech prÏed, beÏhem a 1 meÏ sõÂc po nasazenõÂ doplnÏ koveÂ

laÂtky.

1.2.6. Je-li uÂcÏinnaÂ laÂtka mikroorganismus, urcÏuje se, zda je rezistentnõÂ na antibiotika.

1.2.7. Je-li uÂcÏinnaÂ laÂtka vyraÂbeÏna z mikroorganismuÊ (naprÏ. enzymoveÂ preparaÂty) urcÏuje se uÂrovenÏ

jednotlivyÂch zÏivotaschopnyÂch mikroorganismuÊ .

1.2.8. JednaÂ-li se o mikroorganismy, prÏedklaÂdajõÂ se tyto informace:

- o pouzÏitõÂ geneticky modifikovatelnyÂch mikroorganismuÊ ve vyÂzkumu,

- kompletnõÂ technickaÂ dokumentace o uzÏitõÂ vcÏetneÏ dopadu na ekosysteÂm,rizik pro zdravõÂ lidõÂ a

zvõÂrÏat,

- podmõÂnky pro uvedenõÂ do obeÏhu,vcÏetneÏ oznacÏovaÂnõÂ a balenõÂ.

1.3. ZkousÏenõÂ a stanovenõÂ laÂtkoveÂ vyÂmeÏny a reziduõÂ uÂcÏinneÂ laÂtky

1.3.1. ZkousÏenõÂ bilancÏnõÂ laÂtkoveÂ vyÂmeÏny. VyloucÏenaÂ daÂvka uÂcÏinneÂ laÂtky v mocÏi a

vyÂkalech,vyloucÏenaÂ dechem ,rezidua v organismu.

1.3.2.ZjisÏt'ovaÂnõÂ laÂtkoveÂ vyÂmeÏny : absorpce, rozdeÏ lenõÂ, biotransformace, vylucÏovaÂnõÂ. EventuaÂlneÏ

uÂdaje o vylucÏovaÂnõÂ zÏlucÏi z hepatoenteraÂlnõÂho cyklu a ze zazÏõÂvacõÂho traktu.

1.3.3.AnalytickeÂ stanovenõÂ reziduõÂ: kvalitativnõÂ a kvantitativnõÂ slozÏenõÂ reziduõÂ (uÂcÏinnaÂ laÂtka,

metabolity) v ruÊ znyÂch orgaÂnech a tkaÂnõÂch zvõÂrÏat,rovneÏ zÏ tak ve vyprodukovanyÂch zÏivocÏisÏnyÂch

produktech po vyrovnaÂnõÂ laÂtkoveÂ vyÂmeÏny a za praktickyÂch podmõÂnek uzÏitõÂ doplnÏ koveÂ laÂtky .

1.3.4.Farmako - kinetickaÂ zkousÏenõÂ reziduõÂ (po opakovaneÂm podaÂvaÂnõÂ doplnÏ koveÂ laÂtky za

navrzÏenyÂch podmõÂnek pouzÏõÂvaÂnõÂ), persistence uÂcÏinneÂ laÂtky a hlavnõÂch metabolituÊ v ruÊ znyÂch

orgaÂnech a tkaÂnõÂch po vysazenõÂ krmiva obsahujõÂcõÂho doplnÏ kovou laÂtku.

1.3.5. ZkousÏenõÂ biologickeÂ pohotovosti reziduõÂ ve tkaÂnõÂch a produktech cõÂlovyÂch druhuÊ zvõÂrÏat (viz

3.8.).

1.3.6. Metody kontroly : popis kvalitativnõÂch a kvantitativnõÂch metod pouzÏityÂch pro stanovenõÂ v

bodech 1.3.1. azÏ 1.3.5. s uÂdaji o pouzÏiteÂ daÂvce, specifiteÏ a duÊ kazoveÂ cesteÏ . Metody k duÊ kazu

reziduõÂ musõÂ byÂt tak prÏesneÂ, aby byla dokazatelnaÂ takovaÂ mnozÏstvõÂ reziduõÂ, kteraÂ jsou toxikologicky

nezaÂvadnaÂ.
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2. ZkousÏenõÂ vyloucÏenyÂch reziduõÂ

2.1. Druh a koncentrace reziduõÂ uÂcÏinneÂ laÂtky vcÏetneÏ metabolituÊ v exkrementech.

2.2. Persistence (polocÏas rozpadu) a kinetika eliminace v hnoji, kejdeÏ , slaÂmeÏ .

2.3 UÂ cÏinky na tvorbu metanu.

2.4. OdbouraÂvaÂnõÂ, persistence (polocÏas rozpadu) v puÊ deÏ (ruÊ zneÂ puÊ dnõÂ typy).

2.5 UÂ cÏinek na puÊ dnõÂ faunu a mikrobiaÂlnõÂ procesy transformace (odbouraÂvaÂnõÂ rostlinnyÂch a

zÏivocÏisÏnyÂch reziduõÂ, dusõÂkovaÂ vyÂmeÏna a jineÂ).

2.6. UÂ cÏinek na rostliny (osivo - klõÂcÏivost, ruÊ st rostlin, prÏõÂjem rostlinami atd.). Tyto zkousÏky se

provaÂdõÂ v uzavrÏeneÂm prostoru i v provoznõÂch podmõÂnkaÂch na ruÊ znyÂch druzõÂch rostlin.

2.7. Rozpustnost a stabilita produktuÊ ve vodeÏ (uÂcÏinneÂ laÂtky, metabolituÊ ) pochaÂzejõÂcõÂch z uzÏitõÂ

doplnÏ koveÂ laÂtky (krmiva).

2.8. UÂ cÏinek na vodnõÂ faunu a floru.

2.8.1. UÂ cÏinek na rostliny (naprÏ. rodu chlorella).

2.8.2. Toxicita u bezobratlyÂch (naprÏ. Daphnia magna).

2.8.3. Toxicita u ryb (minimaÂlneÏ na dvou vybranyÂch prÏevlaÂdajõÂcõÂch druzõÂch,ktereÂ zÏijõÂ volneÏ v

oblasti).

3. ZkousÏky na laboratornõÂch zvõÂrÏatech

Tato zkousÏenõÂ se provaÂdeÏ jõÂ s uÂcÏinnou laÂtkou a jejõÂmi hlavnõÂmi metabolity, jestlizÏe se vyskytujõÂ v

zõÂskaneÂm zÏivocÏisÏneÂm produktu a jsou biologicky vyuzÏitelneÂ. PokusnaÂ zvõÂrÏata se vybõÂrajõÂ podle

mozÏnostõÂ ta, u kteryÂch se prÏedpoklaÂdaÂ, zÏe doplnÏ kovaÂ laÂtka bude metabolizovat obdobneÏ jako u

lidõÂ. Je nutnyÂ uÂplnyÂ popis provedenyÂch pokusuÊ , druh a puÊ vod pouzÏityÂch zvõÂrÏat, velikost a pocÏty

kontrolnõÂch skupin, pouzÏiteÂ daÂvky, slozÏenõÂ krmneÂ daÂvky, vyÂsledky analyÂz krmiva, podmõÂnky

chovu, prÏesnaÂ deÂlka trvaÂnõÂ pokusuÊ , cÏasovyÂ bod ruÊ znyÂch provedenyÂch zaÂsahuÊ , mortalita.

Dokumentace obsahuje vsÏechna makroskopickaÂ,mikroskopickaÂ a histopatologickaÂ zjisÏteÏnõÂ,

pozorovanaÂ na pokusnyÂch zvõÂrÏatech, s udaÂnõÂm cÏasoveÂho bodu naÂstupu patologickyÂch prÏõÂznakuÊ . Z

provedenyÂch zkousÏek se prÏedklaÂdajõÂ podrobneÏ zpracovaneÂ vyÂsledky vcÏetneÏ statistickeÂho

vyhodnocenõÂ.
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3.1. AkutnõÂ toxicita

3.1.1. AkutnõÂ oraÂlnõÂ zkousÏky na toxicitu se provaÂdõÂ na dvou druzõÂch zvõÂrÏat (jako jeden z nich je

doporucÏovaÂn potkan). MaximaÂlnõÂ daÂvkovaÂnõÂ by nemeÏ lo prÏekrocÏit 2OOO mg na 1 kg zÏiveÂ

hmotnosti. DetailnõÂ zaÂznamy o pozorovanyÂch biologickyÂch efektech beÏhem minimaÂlneÏ dvou tyÂdnuÊ

po aplikaci budou k dispozici. Tyto studie nejsou nutneÂ pro enzymoveÂ preparaÂty.

3.1.2. AkutnõÂ toxicita prÏi vdechovaÂnõÂ, uÂcÏinek na pokozÏku a je-li potrÏebneÂ na sliznice, rovneÏzÏ tak

alergickyÂ potenciaÂl se zjisÏt'ujõÂ ve zkousÏkaÂch, ktereÂ umozÏnõÂ urcÏenõÂ mozÏnyÂch nebezpecÏõÂ pro uzÏitõÂ

doplnÏ koveÂ laÂtky.

3.2. Mutagenita

3.2.1. Pro chemicky specifikovatelneÂ doplnÏ koveÂ laÂtky

Pro identifikaci mutagennõÂch vlastnostõÂ uÂcÏinneÂ laÂtky nebo jejõÂch metabolituÊ se provaÂdõÂ vybraneÂ

kombinace zkousÏek na stanovenõÂ mutagenity. Tyto zkousÏky jsou zalozÏeny na ruÊ znyÂch genetickyÂch

zaÂkladech.Testy se provaÂdõÂ za prÏõÂtomnosti a neprÏõÂtomnosti mikrosomaÂlnõÂch savcÏõÂch preparaÂtuÊ pro

metabolickou aktivaci.

DoporucÏuje se naÂsledujõÂcõÂ kombinace testuÊ :

- zkousÏka genoveÂ mutace v prokariotickeÂm systeÂmu,

- zkousÏka genoveÂ mutace v in vitro eukariotickeÂm systeÂmu nebo na pohlavõÂ vaÂzanyÂ recesivnõÂ

letaÂlnõÂ faktor s Drosophilou melanogaster,

- in vitro a in vivo zkousÏky na stanovenõÂ chromozomaÂlnõÂho posÏkozenõÂ.

Ve vsÏech prÏõÂpadech se vyÂbeÏ r zkousÏek zduÊ vodnõÂ .StanovõÂ se vhodneÂ zkousÏky,ktereÂ se provedou

podle platnyÂch zaÂsad. ZaÂlezÏõÂ na zõÂskanyÂch vyÂsledcõÂch a celkoveÂm profilu toxicity laÂtky,stejneÏ tak

jako na jejõÂm uzÏitõÂ, zda je nutno proveÂst dodatecÏneÂ zkousÏky.

3.2.2. V prÏõÂpadeÏ enzymovyÂch preparaÂtuÊ odvozenyÂch z mikroorganismuÊ se vyzÏadujõÂ naÂsledujõÂcõÂ

testy:

- zkousÏka genoveÂ mutace bakteriõÂ,

- test chromozomaÂlnõÂ aberace (prÏednostneÏ in vitro).

ToxikologickeÂ testy se provaÂdeÏ jõÂ s pouzÏitõÂm fermentacÏnõÂho preparaÂtu konecÏneÂ cÏistoty, prÏed

prÏidaÂnõÂm nosicÏuÊ , rÏedidel nebo dalsÏõÂch substancõÂ.ZaÂkladnõÂm pravidlem je,zÏe se provaÂdõÂ v souladu s

pravidly stanovenyÂmi uznaÂvanyÂmi mezinaÂrodnõÂmi instituty.Vzhledem k projevujõÂcõÂm se efektuÊ m na



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 194 / 1996Strana 2440 CÏ aÂstka 58

buneÏcÏneÂ uÂrovni u laÂtek proteinoveÂ povahy nebo enzymatickeÂ aktivity neÏkteryÂch enzymovyÂch

preparaÂtuÊ se prÏipousÏtõÂ neÏktereÂ modifikace ve standardnõÂm protokolu ,cÏaÂstecÏneÏ i u testuÊ in

vitro.OdlisÏnosti se akceptujõÂ pokud jsou podporÏeny argumenty.

TestovacõÂ systeÂm je koncipovaÂn tak,aby odhalil nespecifickeÂ toxickeÂ reakce a genotoxickeÂ efekty.

KombinovanaÂ informace ze vsÏeobecneÂ specifikace a tento rozsÏirÏujõÂcõÂ test daÂvajõÂ mozÏnost vyuzÏõÂt

preparaÂt pro zjisÏteÏnõÂ prÏõÂtomnosti obou specifickyÂch toxinuÊ a neznaÂmyÂch toxickyÂch slozÏek.

ToxikologickaÂ zpraÂva obsahuje dostatecÏnou dokumentaci , testy se provaÂdõÂ na materiaÂlu,kteryÂ

tvorÏõÂ zaÂklad konecÏneÂho obchodnõÂho vyÂrobku tak,jak je popsaÂno v technickeÂ dokumentaci.

3.3 . MetabolickeÂ a farmakokinetickeÂ aspekty.

JednaÂ-li se o uÂcÏinneÂ laÂtky,ktereÂ jsou chemicky stanovitelneÂ, bilancÏnõÂ zkousÏky a rovneÏzÏ tak urcÏenõÂ

metabolituÊ se provaÂdõÂ pomocõÂ pro tyto uÂcÏely odpovõÂdajõÂcõÂch oznacÏenyÂch molekul jedneÂ nebo võÂce

daÂvek uÂcÏinneÂ laÂtky ve vhodneÂm cÏase. ZkousÏky laÂtkoveÂ vyÂmeÏny zahrnujõÂ zkousÏky o

farmakokinetice uÂcÏinneÂ laÂtky a jejich hlavnõÂch metabolituÊ . PrÏi vyÂbeÏ ru dalsÏõÂch toxikologickyÂch

zkousÏek na relevantnõÂch druzõÂch zvõÂrÏat se zohlednÏ ujõÂ rozdõÂly v metabolismu uÂcÏinneÂ laÂtky u ruÊ znyÂch

druhuÊ zvõÂrÏat.

3.4. SubchronickaÂ toxicita

VeÏ tsÏinou se tyto zkousÏky provaÂdõÂ na 2 druzõÂch zvõÂrÏat (jednõÂm jsou prÏednostneÏ potkani, druhyÂm pak

cõÂlovyÂ druh zvõÂrÏat).

ZkousÏenaÂ laÂtka se podaÂvaÂ oraÂlneÏ , tõÂm se stanovõÂ vztah daÂvka - uÂcÏinek. DeÂlka zkousÏky je u

hlodavcuÊ minimaÂlneÏ 90 dnõÂ. V urcÏityÂch prÏõÂpadech se provaÂdeÏ jõÂ zkousÏky od 6 meÏ sõÂcuÊ do 2 let na

psech nebo jinyÂch nehlodavcõÂch pro urcÏenõÂ citlivosti ruÊ znyÂch druhuÊ zvõÂrÏat ve vztahu k testovaneÂ

laÂtce.

Tato zkousÏka se neprovaÂdõÂ u mikroorganismuÊ .JednaÂ-li se o enzymoveÂ preparaÂty pochaÂzejõÂcõÂ z

mikroorganismuÊ , je dostacÏujõÂcõÂ 90dennõÂ oraÂlnõÂ test na hlodavcõÂch.

3.5. ChronickaÂ toxicita/karcinogenita

DlouhodobeÂ zkousÏky chronickeÂ toxicity se provaÂdõÂ na hlodavcõÂch (prÏednostneÏ potkanech),

zkousÏky karcinogenity na 2 druzõÂch hlodavcuÊ (prÏednostneÏ na potkanech). ZkousÏenaÂ substance je

podaÂvaÂna oraÂlneÏ v ruÊ znyÂch daÂvkaÂch.ProvaÂdõÂ se rovneÏzÏ kombinovaneÂ zkousÏky na dlouhodobou

toxicitu/karcinogenitu s prenataÂlnõÂ expozicõÂ .DeÂlka zkousÏky je minimaÂlneÏ 2 roky u potkanuÊ a 18

tyÂdnuÊ u mysÏõÂ. KdyzÏ rÏada pokusuÊ prÏekrocÏõÂ minimaÂlnõÂ cÏasovou deÂlku trvaÂnõÂ, ukoncÏõÂ se, jakmile pocÏet

zvõÂrÏat, kteryÂ prÏezÏije v kazÏdeÂ skupineÏ , s vyjõÂmkou skupiny s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou, klesne na 20 kusuÊ ze
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sta. PlneÂ klinicko±chemickeÂ, hematologickeÂ zkousÏky a zkousÏky mocÏi se provaÂdõÂ s vhodnyÂm

cÏasovyÂm odstupem beÏhem celeÂho trvaÂnõÂ pokusu. MakroskopickeÂ a histologickeÂ zkousÏky se

provaÂdõÂ beÏhem testu a u zvõÂrÏat, kteraÂ na konci prÏezÏila pokus.

3.6. ZkousÏky uÂcÏinku na reprodukci

ProvaÂdõÂ se na potkanech. ProvaÂdõÂ se minimaÂlneÏ po 2 generace v prÏõÂmyÂch liniõÂch puÊ vodu a v

souvislosti se zkousÏkami na embryonaÂlnõÂ toxicitu, eventuelneÏ teratogenitu. VsÏechny relevantnõÂ

parametry plodnosti, brÏezosti a vrhu stejneÏ jako pre- a postnataÂlnõÂ situace se pecÏliveÏ pozorujõÂ a

popisujõÂ. SpecifickeÂ zkousÏky teratogenity se provaÂdõÂ minimaÂlneÏ na 2 druzõÂch zvõÂrÏat.

3.7. Toxikologie metabolituÊ

Podklady pro vyÂpocÏet koncentrace reziduõÂ se pozÏadujõÂ jako zaÂklad pro odhad rizika u lidõÂ. Tyto

podklady se prÏedklaÂdajõÂ pro vyÂpocÏet ochranneÂ lhuÊ ty doplnÏ koveÂ laÂtky.

3.8. OstatnõÂ relevantnõÂ zkousÏky

PrÏedklaÂdaÂ se kazÏdaÂ dalsÏõÂ zkousÏka, kteraÂ prÏinaÂsÏõÂ jineÂ nezbytneÂ uÂdaje o uÂcÏinneÂ laÂtce,poprÏõÂpadeÏ

doplnÏ koveÂ laÂtce nebo noveÂm krmivu.


