Pfiloha ¢&. 16 k vyhlasce & 356/2008 Sb.
Cast 1.
Biologické zkouSeni urcitych proteinovych krmiv

Biologické zkouSeni ur¢itych proteinovych krmiv zahrnuje provedeni zkoudek
uvedenych v této pftiloze.

Zpracovand dokumentace o vysledcich téchto zkouSek musi obsahovat piesné
udaje, které musi byt v predepsaném potadi dle této ptilohy ocislovany, a musi k nim
byt piilozen souhrn. Neuvedeni n€ékteré zkousky je nutno zdivodnit. Publikace, na néz
je odkazovano, je nutno dolozit v predkladané dokumentaci. Ustav si miize dodate¢ne
vyzadat dal$i podklady.

V této ptiloze se pojem produkt vztahuje na jakykoli proteinovy produkt
ve stavu, v jakém by mé&l byt pouzit jako samostatna surovina nebo jako soucast krmiva.

Kazda zména vyrobniho postupu produktu nebo kazda zména jako pouZiti
podléha ohléaSeni, na jehoz zaklad¢ miize ustav pozadovat ptedlozeni podkladi, které
umozni nové posouzeni.

1.
Udaje o pouzitém mikroorganismu

1.1. Taxonomie, ptivod, morfologie, biologické vlastnosti, v daném piipade
genetické zmény

1.2. NesSkodnost, ptipadna stalost mimo kultivacni medium a ptipadné acinky
na zivotni prostiedi

1.3. Stalost a stupeni Cistoty kultivovanych kmenli mikroorganismi. Metody
pouzitelné k ovéieni téchto znaki.

2.
Kultiva¢ni media a vyrobni postup

2.1. Slozeni substratt, ptidavanych latek atd.

2.2. Postupy vyroby, suSeni a CiSténi. Postup devitalisace mikroorganismi.
Metody pouzitelné k ovéfeni stalosti slozeni krmiva vyrobeného kultivaci
mikroorganismt a ke stanoveni ptipadnych chemickych, fyzikalnich nebo biologickych

necistot v priib&hu vyroby

2.3. Technicky postup Gpravy pro pouZiti.



3.
Znaky produktu

3.1. Fyzikalni a fyzikaln&-chemické vlastnosti: makro- a mikroskopicka
morfologie, velikost ¢astic, hustota, specificka hmotnost, vazba vody, rozpustnost,
elektrostatické vlastnosti atd.

3.2. Chemické slozeni a znaky
3.2.1. Vlhkost, obsah dusikatych latek, tuku, vlakniny, popela, veskerych cukri jako
sacharosa. Kolisani rozpéti obsahd.

3.2.2. Obsah celkového dusiku, bilkovin, nukleovych kyselin, amoniakéalniho dusiku,
aminového dusiku, nitratG a nitritd. Kvalitativni a kvantitativni sloZzeni aminokyselin

celkem a volnych aminokyselin a rovnéz purinovych a pyrimidinovych bazi.

3.2.3. Kvalitativni a kvantitativni slozeni tukli (mastné kyseliny, nezmydelnitelné latky,
pigmenty rozpustné v tuku, fosfolipidy).

3.2.4. SloZeni obsazenych cukri
3.2.5. Kvalitativni a kvantitativni slozeni obsahu mineralnich slozek.
3.2.6. Kvalitativni a kvantitativni slozeni obsahu vitamind.
3.2.7. Kvalitativni a kvantitativni slozeni obsahu specielnich slozek: dopliikové latky,
zbytky substrati a zted’'ovacich prostiedkt, jiné piipadné Skodlivé zbytky latkové
pfemény substratu, kultivatniho media, vyrobniho postupu.

3.3. Mikrobiologicka kontaminace vyrobku

3.4. Chovani a stabilita produktu ve smési s jinymi krmivy pfi skladovani.

4.
Uprava a podminky pro pouZiti

4.1. Navrzeny nazev produktu pro uvadéni do ob¢hu

4.2. Uprava produktu navrhovana pro uvadéni do ob¢hu

4.3. Ptedpokladané uvziti produktu ve vyzivé zvitat. Navrzené koncentrace
v kompletni krmné smési a navrzené mnozstvi krmiva v denni krmné davce

pro uvazované druhy a kategorie zvitat.

5.
Kontrolni metody

Kvalitativni a kvantitativni analytické metody ke kontrole produktu
v kompletnich krmnych smésich a premixech.



Popis téchto metod musi byt doplnén nasledujicimi udaji: zvlastnost, citlivost,
hranice dikazu, rozpéti chyby a ptipadné interference s jinymi latkami. Vzorky vyrobku
v riznych ptedpokladanych apravach musi byt k dispozici.

6.
Ov¢teni vyzivaisko-fyziologickych vlastnosti vyrobku

6.1. Ur¢eni hodnoty bilkoviny
6.1.1. Chemické, biochemické a mikrobiologické zkousky.

6.1.2. Zkousky produktu na laboratornich zvitatech ve srovnani s kontrolni bilkovinou.

6.2. Zkousky produktu provedené na druzich a kategoriich zvifat, pro né¢z je
urcen jako krmivo. Na kazdém druhu a kategorii zvitat, u n¢hoZ je ptedpoklad uziti
produktu, musi byt provedeny nasledujici zkouSky ve srovnani s kontrolni skupinou,
kterd je krmena obvyklym krmivem s ekvivalentnim podilem dusikatych latek
bilkovinné povahy - u piezvykavci ekvivalentnim podilem celkového dusiku
za naprosto stejnych podminek vyzivatsko-fyziologické srovnatelnosti.

6.2.1. Stanoveni hodnoty bilkovin a hodnoty energie pfidavaného produktu v krmné
davce v navrzenych podminkach pouziti a v riznych fyziologickych obdobich zvitat
(napt. rGst, biezost, snaska).

6.2.2. Stanoveni vlivu produktu na rast (pfirastky), produkéni ucinnost, zdravotni stav,
ptipadné tthyny v navrzenych podminkach uziti.

6.2.3. Stanoveni optimalniho podilu produktu v krmné davce.

6.2.4. Ovéfeni ptusobeni produktu za navrzenych podminek uziti na technologické,
organoleptické a ostatni kvalitativni vlastnosti Zivo¢iSnych produktt.

6.3. Pokusné podminky pro zkouSeni produktu na pouzitelnost
u piedpokladanych druhti a kategorii zvitat. Provedené pokusy je nutno zevrubné popsat
s uvedenim nasledujicich podrobnosti.
6.3.1. Druh, plemeno, stati a pohlavi zvifat a oznaceni.

6.3.2. Pocet pokusnych a kontrolnich skupin; pocet zvitat v kazdé skupin¢ (tento pocet
musi byt dostate¢ny pro statistické vyhodnoceni pifi pouziti vhodnych statistickych

parametrii).

6.3.3. Procenticky podil produktu v krmné davce, kvalitativni a kvantitativni slozeni
krmné davky a jeji analyza.

6.3.4. Misto pokust, fyziologicky a zdravotni stav zvifat a podminky chovu podle
obecné provadéné praxe.

6.3.5. Pfesna doba trvani pokust a datum zkousek.



6.3.6. Vedlejsi ainky v pritbéhu pokusti a Casové oznaceni jejich projevu.

7.
Ov¢teni biologickych vlivll pouziti produktu ve vyziveé zvitat

7.1. Ovéteni na kategoriich zvitat, ktera ptichazeji v tivahu pro uziti krmiva.
Na kazdém druhu a kategorii zvifat, u n¢hoz je ptedpoklad uziti krmiva, se provadgji
dale uvedené zkousky ve srovnani s kontrolni skupinou, ktera je krmena obvyklym
krmivem s ekvivalentnim podilem dusikatych latek bilkovinné povahy, u ptezvykavci
ekvivalentnim podilem celkového dusiku, za naprosto stejnych srovnatelnych
vyzivaiskych a fyziologickych podminek.
7.1.1. Stanoveni nejvy$Siho mozného podilu produktu v denni krmné davce bez projevu
vedlej$ich ucinkd.

7.1.2. Stanoveni moznych u¢inkd produktu na plodnost a provedeni genera¢nich
pokusii, pokud je pro jejich provedeni divod.

7.1.3.  Stanoveni u¢inki v navrzenych praktickych podminkach pouZiti
na mikroorganismy traviciho traktu, vliv na ptitomnost pathogennich mikroorganismi
v travicim traktu.

7.1.4. Stanoveni moznych rezidui produktu (substratu, kultivatniho media,
rozpoustédel, kontaminantd) za navrzenych podminek uziti v zivociSnych produktech.

7.1.5. Stanoveni moznych rezidui produktu (substratu, kultivatniho media,
rozpoustédel, kontaminant) za navrzenych podminek uziti v exkrementech.

7.2. Ovéteni produktu na laboratornich zvitatech
7.2.1. Chovani produktu v organismu, sledovani metabolismu, tj. (absorpce, akumulace,
biologicka pteména, vylucovani atd.).

7.2.2. Ovéteni mozné mutagenity vyvolané kontaminanty (zejména mykotoxiny
a bakteriemi) nebo rezidui produktu (substratu, kultivacniho media, rozpoustédla),
v&etné pokusti in vitro s aktivaci vymény latkové.

7.2.3. Toxikologické zkouSky.Dadle uvedené zkousky produktu se provadéji ve srovnani
s kontrolnimi skupinami, kterym jsou podavana obvykl4 krmiva s ekvivalentnimi podily
dusikatych latek bilkovinné povahy za naprosto stejnych a srovnatelnych vyzivaiskych
a fyziologickych podminek. Zjidt¢éné toxické ucinky musi byt prozkoumany, aby byla
zdivodnéna jejich pti¢ina a prib&h, a aby se zejména zjistilo, zda pochazeji
7.2.3.1. Zkouska kratkodobé toxicity (minimaln¢ 90 dni).VSeobecné se tyto zkousky
provad€ji na dvou druzich zvitat, z nichZ jeden jsou hlodavci. Produkt se podava
v denni davce v miniméln€ dvou rtiznych hladinach. Tyto se voli tak, aby alesponi jedna
davka se uvadéla jako bez ac¢inku a jedna jako Skodlivé se projevujici. Skupiny zvitat
jsou slozeny z urCeného poctu zvifat kazdého pohlavi. Vzdy je zastoupena kontrolni
skupina zvifat. V urenych intervalech se zaznamenavaji vSechny rozhodujici
biologické udaje, zejména ristova kiivka zvitat, spotieba krmiva, hematologicka



vySetieni, rozbory moce, biochemické parametry, thyny, hmotnost organd, symptomy
patologickych ucinki, histologické zmény nejdilezitéjsich organd a tkéni. Vysledky se
zevrubné doloZi a vyhodnoti statisticky.

7.2.3.2. Zkousky dlouhodobé toxicity produktu.VSeobecné se tyto zkouSky provadéji
na dvou druzich zvitat, z nichZ jeden jsou hlodavci. Produkt se podava v denni davce
minimaln¢ ve dvou rliznych hladinach. Pokusné obdobi je minimaln¢ dva roky
u potkanti a nejmén¢ 80 tydnli u mysi. Skupiny zvitat jsou slozeny z uréeného poctu
zvitat kazdého pohlavi. Vzdy je zastoupena kontrolni skupina zvitat. V prib&hu
zkousek na urceni dlouhodobé toxicity v uréenych ¢asovych intervalech a rovnéz na
konci zkouSky na zvitatech, ktera prezila, se provadeji biologické zkousky na stanoveni
kratkodobé toxicity pfednostn€ na malé "satelitni" skupiné zvitat (tj. oddé€lend, na hlavni
skuping zavisla skupina) viz 7.2.3.1).

7.2.3.3. ZkouSeni karcinogenity krmiva.U zkouSek na karcinogenitu se stanovi ¢asovy
meznik prvnich ptiznaki u pokusnych zvitat, histologické typy nadori a jejich Cetnost.
Utinky na &etnost nadori a nebo &etnost na vyvoj onemocnéni, které by mohly byt
vyvolany zkouSenym produktem, se vyhodnoti proti kontrolni skupin¢ zvitat podle bodu
7.2.3. Vysledky je tieba zevrubné dolozit a vyhodnotit statisticky.

7.2.4. Specidlni zkouSky produktu v generacnich pokusech.Generani pokusy se
vztahuji minimaln¢ na dv€ generace zvifat v pifimé linii spojeny se zkouSkami
na embryotoxicitu v¢etn¢ teratogenity. Zvlastni pozornost se vénuje plodnosti a vrhiim
ajejich vyvoji po narozeni. Lze piedlozit jinou metodu, kterd je védecky doloZena
a dava métitelné vysledky (napt. Relais-toxicita).

7.2.5. Pokusné podminky pro zkouSeni produktu na laboratornich zvitatech se popisuji
s uvedenim nasledujicich podrobnosti.7.2.5.1. Druh, plemeno a pohlavi zvifat.

7.2.5.2. Pocet pokusnych a kontrolnich skupin, pocet zvitat v kazdé skupiné (dostatecny
pocet pro statistick¢ vyhodnoceni pti pouziti vhodnych statistickych parametri).

7.2.5.3. Procenticky podil krmiva v krmné davce, kvalitativni a kvantitativni slozeni
krmné davky a jeji analyza.

7.2.5.4. Podminky chovu v prib¢hu celé doby trvani zkousek.

7.2.5.5. Piesna doba trvani zkouSek a datum zkousek.

7.2.5.6. PriCiny a procenta tthynu v jednotlivych skupinéch zvirat.

7.2.5.7. Klinické symptomy a patologické zmény v priibéhu zkousek a ¢asovy meznik
jejich projevu.

7.3. Ovéteni ve vztahu k Zivotnimu prosttedi - podle druhu zbytkid produktu
(substrat, kultivaéni médium, rozpoustédla, kontaminanty) ve vykalech krmenych zvitat
se pozaduji udaje o pretrvani téchto rezidui v hnoji, ptid¢ a vod¢, a o jejich ucincich
na pudni biologii, rostlinna spole¢enstva a Zivot ve vod¢.

8.
Specialni ucelova vysetieni

Podle druhu a podminek pouziti produktu se pozaduji Gdaje o alergii, zan&tech
ktze, drazdéni ocnich sliznic, dychacich nebo travicich cest a za ucelem stanoveni
moznych rizik pii zachazeni s produktem a pro zajiSténi preventivnich opatieni.



Biologické zkouSeni dopliikovych latek
CastIl. A
Biologické zkouSeni dopliikovych latek jinych nezZ mikroorganizmy a enzymy

Biologické zkouseni dopliikovych latek jinych nez mikroorganizmi a enzymi se
fidi postupy uvedenymi v casti [.LA. Mohou byt pozadovany vSechny dale uvadéné
zkousky a testy a je-li nutno i dal§i informace.

Provedené zkousky jsou podkladem pro zpracovani dokumentace (tzv. dossier)
o latkach a ptipravcich, u kterych je nutno Zadat o povoleni jejich pouziti jakoZzto
dopliikovych latek do krmiv nebo o nové uziti povolené doplitkové latky. V této Casti
ptilohy se termin "dopliikova latka" tyka a¢innych chemicky definovanych latek nebo
ptipravka obsahujicich u¢inné latky ve stavu, v jakém budou zapracovany do premixt
akrmiv. Dokumentace musi umoZznit vyhodnoceni doplitkovych latek na zaklad¢
soucasného stavu znalosti, které jsou ptedpokladem, ze jejich povoleni bude odpovidat
stanovenym zasadam.

Pokud se dokumentace tykd dopliikové latky pochézejici nebo obsahujici
geneticky modifikované organismy ve smyslu zdkona ¢. 78/2004 Sb., o nakladani
s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni pozd¢jSich
piedpist, musi byt v dokumentaci uvedeny vedle informaci pozadovanych v této piiloze
téz informace pozadované natizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003.

Dokument musi obsahovat podrobné zpravy o vsech provedenych zkouskach,
ptedlozené v potadi a podle ¢islovani uvedeného v této piiloze. Musi obsahovat odkazy
a kopie vSech zvetejnénych védeckych udaji, tykajicich se hodnoceni dopliikové latky.
Musi byt dodana elektronickd verze dokumentace. Zavérem zkousek je objasnit, zda je
uziti dopliitkové latky bezpecné:

a) vzhledem k cilovym druhim zvitat v koncentracich navrhovanych v krmivech;

b) vi¢i osobam, které mohou byt vystaveny dopliikové latce vdechnutim, jinym
kontaktem sliznic, o¢i nebo kiize pti manipulaci s doplitkovou latkou jako takovou nebo
zapracovanou do premixli nebo krmiv;

¢) vici spotiebitelim, kteti jedi potraviny ziskané ze zvitat, jimZ byla dopliikova latka
podana a kterd by mohla obsahovat rezidua dopliikové latky nebo jeji metabolity;
bezpe¢nost pouziti bude obecné zajisténa tak, Ze se stanovi maximalni limity rezidui
(MLR) a ochranné Ihiity;

d) vici zvifatim a lidem, vzhledem k selekci a rozSifeni genl rezistentnich viici
antimikrobidlnim latkam;

€) vuci zivotnimu prostiedi, s ohledem na nebezpeCi vyplyvajici z dopliikové latky
samotné, nebo z jejich produkti ptimo anebo vyluCovanych zvitaty.



V zasad¢ musi byt provedeny zkousky, které stanovi identitu, podminky uvziti,
fyzikaln€ chemické vlastnosti, metody stanoveni a uinnosti doplnkoveé latky, jejiho
metabolismu a rezidui, fyziologické a toxikologicke ucinky na cilovy druh. Je-li dopliikova
latka ur¢ena pro kategorii zvifat nalezejicich k ur€itému druhu, musi byt zkousky tykajici se
ucinnosti a rezidui vypracovany na této cilové kategorii. Zkousky nezbytné pro posouzeni
rizika pro lidské zdravi a pro Zivotni prostfedi budou v zasad¢ zaviset na povaze doplitkové
latky a okolnostech jejiho uziti. V tomto ohledu neni stanoveno zadné striktni pravidlo.

V ptipad¢ potieby mohou byt pozadovany dodate¢né informace. Nebudou-li do
dokumentace dodany jakékoliv v pokynech stanovené udaje, musi to byt odiivodnéno.
Zejména zkousky tykajici se mutagenity, karcinogenity a reproduk¢ni toxicity je mozné
opomenout pouze v piipadé, Ze chemické slozeni, praktické vysledky nebo jiné
podklady odivodnéné vyloudi tyto uc¢inky.

Musi byt vypracovany odborné znalecké posudky o kvalit€é, ucinnosti
a bezpec¢nosti dopliikové latky. Autofi téchto posudki musi mit odbornou zpiisobilost
na zaklad¢ vysokoSkolského vzdélani ziskaného studiem v akreditovaném studijnim
programu v piislusné oblasti studia, musi byt uznavanymi odborniky v doty¢né oblasti
anesmgji byt osobn¢ zainteresovani na vedeni pokust zaclenénych do dokumentace.
Posudky musi obsahovat kritické zhodnoceni dokumentace, kterou dodal Zadatel;, pouhy
souhrn fakt neni dostacujici.

Urceni fyzikaln¢ chemickych, toxikologickych a ekotoxikologickych vlastnosti
se uskute¢ni pomoci ufednich metod nebo aktualizovanych metod, uznanych
mezindrodnimi v€deckymi institucemi. Uziti jinych metod musi byt odivodnéno.

Kazda dokumentace musi obsahovat patfi¢ny souhrn zkouSek a navrh ptilohy
amuize obsahovat monografii. Dokumentace tykajici se antibiotik, kokcidiostatik
a léCebnych substanci a riistovych stimuldtort musi byt doplnéna monografii v souladu
s ptilohou ¢. 18 této vyhlasky a musi umoznit, aby doty¢na dopliikova latka mohla byt
identifikovana a charakterizovana. Identifika¢ni zaznam musi byt piedlozen
pro viechny doplitkové latky.

U dopliikkovych latek ur¢enych vyhradné do krmiv pro domaci zvitata neni vzdy
nutné tyto doplitkové latky podrobovat vycCerpavajicimu poctu pokusti na chronickou
toxicitu, mutagenitu, reproduk¢ni toxicitu a karcinogenitu, tak jako se pozaduje
pro dopliikové latky uréené ke krmeni hospodaiskych zvitat, jejichZz produkty jsou
urCené k lidské spotfebé. Zkousky rezidui obsazenych v domécich zvitatech nejsou
pozadovany.

Zkouska metabolismu dopliikovych latek u cilovych zvitat uréenych k produkei
potravin a u laboratornich druh uzivanych pro testovani toxicity se provadi podle
zvlastnich pravnich ptedpisi) a je nezbytna z toho divodu, aby:

a) se zajistilo, ze existuji adekvatni udaje o toxicit¢ vychozi dopliikové latky
a jakéhokoliv metabolitu produkovaného u cilového druhu, jimZ by mohl byt spotiebitel
vystaven. Za tim ucelem je dilezité srovnani metabolismu doplitkové latky u cilového
druhu a u laboratornich druhii zvifat pouzitych pro testovani toxicity;

b) se identifikoval a kvantifikoval vhodny marker rezidui pouZzitelny pro stanoveni



MLR pro znaceni rezidui a délky doby ochrannych lhit u finalniho produktu.
L.

Souhrn udajt

Souhrn musi byt uspotadan v potadi podle ptilohy a obsahovat vSechny slozky
ve stejném potadi jako ptiloha s odkazem na ptislusné stranky v dokumentaci.

2.

Identita, vlastnosti a podminky uziti dopliikové l4tky; kontrolni metody
2.1. Identita
2.1.1. Navrhovany chranény nazev

2.1.2. Typ podle jejiho hlavniho u¢inku. Pokud mozno je vhodné dodat informace
0 zpusobu ptisobeni. Jakékoliv jiné aktivni latky se musi specifikovat.

2.1.3. Kvalitativni a kvantitativni sloZzeni (aktivni latka, jiné slozky, necCistoty,variabilita
jednotlivych Sarzi). Je-li aktivni latka smési aktivnich slozek, z nichZ kazda je jasng
definovatelna, hlavni sloZzky musi byt popsany oddélen¢ s uvedenim jejich poméru
ve smesi.

2.1.4. Fyzikalni stav, rozdé€leni podle velikosti Castic, forma Castic, hustota, objemova
hustota; pro kapaliny: viskozita, povrchové napéti.

2.1.5. Zpisob vyroby, v¢etné jakéhokoliv ptipadného zvlastniho zpracovani.

2.2. Vlastnosti aktivni(ch) latky (latek)
2.2.1. Genericky nézev, chemicky nadzev podle nazvoslovi [UPAC (Mezinarodni svaz
pro &istou a aplikovanou chemii), jiné generické mezinarodni nazvy a zkratky. Cislo
CAS (Chemical abstracts service number).

2.2.2. Strukturalni vzorec, molekularni vzorec a molekularni hmotnost

Pro aktivni latky z fermentaCnich vyrob: mikrobidlni pivod (nazev a misto sbirky
kultur, uznavané jako mezinarodni depositum piednostné¢ v Evropské unii, kde je kmen
ulozen, Cislo ulozeni a veSkeré morfologické, fyziologické, genetické a molekularni
vlastnosti dilezité pro jeho identifikaci). U geneticky modifikovanych kmend musi byt
uvedeny informace o genetické modifikaci.

2.2.3. Cistota
Identifikace a kvalifikace ptipadnych chemickych a mikrobidlnich negistot a toxickych
latek, potvrzeni neexistence produkce organismii.

2.2.4. Dulezité vlastnosti

Fyzikélni vlastnosti chemicky definovanych latek: konstanta rozkladu, pKa,
elektrostatické vlastnosti, bod tani, bod varu, hustota, tlak pary, rozpustnost ve vodé
a organickych rozpoustédlech, Kow a Koc, hmotové a absorp¢ni spektrum, tidaje NMR,



ptipadné izomery a jakékoliv jiné dtlezité vlastnosti
2.2.5. Zptsob vyroby, Cistici procesy, uzita media a u vyrobki z fermentace variabilita
jednotlivych Sarzi.

2.3. Vlastnosti dopliikové latky: fyzikaln¢ chemické a technologické vlastnosti
2.3.1. Stabilita kazdé formy dopliitkové latky pti vystaveni vlivu vn€jSich podminek jako
je svétlo, teplota, pH, vlhkost, kyslik a obalové materialy. Pfedpokladané trvanlivost
dopliikové latky v obchodovatelné forme.

2.3.2. Stabilita kazdé formy doplikové latky pii ptipravé a skladovani premixi a krmiv
zejména stabilita za predpokladanych podminek vyroby nebo skladovéani (vlhkost,
teplota, tlak, stiith, doba a obalovy materidl). Mozné zhorSeni jakosti nebo rozklad
vyrobki. Pfedpokladana trvanlivost doplitkové latky.

2.3.3. Jiné patticné fyzikaln¢ chemické nebo technologické vlastnosti pro vytvareni
a zachovani homogennich smési v premixech a krmivech, protipra$né a elektrostatické
vlastnosti, rozpustnost v kapalinach.

2.3.4. Neslucitelnost nebo interakce k nimz by mohlo dojit ve styku s krmivy, nosici,
jinymi povolenymi dopliikovymi latkami nebo 1é¢ebnymi substancemi.

2.4. Podminky uziti dopliikové latky.
2.4.1. Ma-li doplikova latka technologicky a zootechnicky vyznamné ucinky, musi
splitovat pozadavky jak pro technologické, tak i1 zootechnické hledisko. Pozadavky
tykajici se kazdé dopliikové latky musi byt oznaCeny a odiivodnény.

2.4.2. Navrhované technologické uziti pfi vyrobé¢ krmiva nebo ptipadn€¢ krmnych
surovin.

2.4.3. Navrhovany zpisob pouziti ve vyzivé zvitat (napiiklad: druhy nebo kategorie
zvitat, vékové skupiny, produkéni stadium zvifat, typ krmiva a kontraindikace).

2.4.4. Navrhovany zpiisob a hladina zapracovani do premixt a krmiv nebo popiipadé€ do
krmnych surovin a mnozstvi, vyjadiené jako podil dopliikové latky a chemicky
definovanych latek pro premixy krmiva, nebo ptipadn€¢ krmné suroviny s navrhovanym
davkovanim do kone¢ného krmiva a navrhovanou dobu podéni a v piipad¢ potieby
délka ochranné lhdty.

2.4.5. Je nutno uvadét uadaje tykajici se jiného znamého uziti aktivni latky napt.
v potravinach, humanni nebo veterinarni medicing€, v zem&délstvi a v primyslu.

2.4.6. Seznam udajli o bezpe¢nosti materialu a v ptipad¢ potieby i opatieni navrhovana
pro ptedchazeni profesnim rizikiim a ochranné prostredky pfi vyrob&, manipulaci, uZziti
a disponovani s materialem.

2.5. Kontrolni metody
2.5.1 Popis metod pouzitych pro urCeni kriterii vyjmenovanych v bodech 2.1.3., 2.1.4.,



223,23.1,232,233.a234.

2.5.2. Popis kvalitativnich a kvantitativnich analytickych metod uréenych k rutinni
kontrole aktivni latky v premixech a krmivech. Tyto metody musi byt validovany
kruhovym testem zahrnujicim minimaln¢ Ctyti laboratofe nebo musi byt validovany
na mist¢ podle mezindrodnich sladénych pokyni pro interni validaci metod analyzy
podle téchto parametrd: pouzitelnost, selektivnost, kalibrace, spravnost, piesnost,
rozsah, limity detekce, méfitelny limit citlivosti, mohutnost a proveditelnost. Je potfeba
podat diikaz, Ze tyto vlastnosti se skute¢né posuzovaly (2.5.4.).

2.5.3. Popis kvalitativnich a kvantitativnich analytickych metod ke stanoveni znacenych
rezidui aktivni latky v tkanich cilovych zvitat a zivo¢iSnych produktech.

2.5.4. Metody uvedené v bodech 2.5.2. a 2.5.3. musi byt doplnény o informace tykajici
se pouzit¢ metody odbéru vzorkid, procentické vysledky, specifiCnost, spravnost,
piesnost, hranice detekce, hranice kvantifikace a pouzity postup validace. Musi byt
k dispozici referen¢ni standardy aktivni latky, nebo znacenych rezidui, stejné jako
informace o optimalnich skladovacich podminkach téchto referen¢nich standardi.
Pti navrhovani metod se musi brat v Gvahu skute¢nost, ze jejich limity mnoZstvi musi
byt niz8i nez MLR. Dale se musi pocitat s tim, zda je tato metoda vhodna pro rutinni
analyzu.

3.
Zkousky tykajici se uc¢innosti dopliikové latky

3.1. Tyto studie se tykaji technologickych doplitkovych latek, jako antioxidantd,
konzerva¢nich latek, pojiv, stabilizatorti, emulgatord, zelirovacich latek, latek
naregulovani pH atd., které jsou urCeny ke zlepSeni nebo stabilizovani vlastnosti
premixti a krmiv, av8ak nemaji pfimé biologické ucinky na ZivociSnou produkci.
Vsechny pozadované vlivy nebo G¢inky musi byt podlozeny védeckymi tdaji.

Uginnost doplitkové latky musi byt prokazana pomoci vhodnych kritérii,
uvedenych v metodach uznanych za piijatelné, za predpokladanych podminek uziti
ve srovnani s vhodnymi kontrolnimi krmivy. Tyto vyzkumy musi byt koncipovany
a provadény takovym zptisobem, aby je bylo mozno statisticky vyhodnocovat.

Musi byt ptedlozeny uplné informace o aktivnich latkéch, ptipravcich,
premixech a testovanych krmivech, referen¢ni Cislo Sarze, podrobné zpracovani
a testovaci podminky. U kazdého pokusu se musi popsat ptiznivé i neptiznivé U¢inky,
a to jak v rovin¢ technologické, tak i biologické.

3.2. Zkousky o ucincich na zvitatech Zkousky tykajici se zootechnickych
dopliikovych latek musi byt provedeny na cilovych druzich /kategoriich zvitat, jimz je
doplitkova latka urCena, ve srovnani s negativnimi kontrolnimi skupinami (to znamena
skupinami, které nepfijimaji antibiotika ani stimulatory rdstu ani Zadné jiné léCebné
latky) a ptipadn€ se skupinami zvitat, ktera ptijimaji krmiva obsahujici dopliikové latky
povolené, jejichz ainnost je znama a jez jsou uzivany v doporucenych davkach
(pozitivni kontrola). Zvifata musi byt zdrava a piednostné pochazet z homogenni
skupiny.



ZkouSky musi umoznit posouzeni uUc¢innosti dopliikové latky v souladu se
zeméde¢lskou praxi. Pokud mozno by se mély pouzit podobné vzory protokold pro
vSechny pokusy, aby pak udaje mohly byt ovéieny celistv€é a souhrnn€ (pokud to testy
vyzaduji) pro statistické posouzeni.

Nedoporucuje se zadny jednotny vzor, jistd pruznost je piitom ponechana pro
védecky ndzor na vzor a provadéni studii. PouZzity experimentalni protokol musi byt
odiivodnén vzhledem k ptedpoklddanému pouziti doplitkové latky a musi zahrnovat
uvahu o odpovidajici statistické pritkaznosti.

3.2.1. U kokcidiostatik a jinych lé¢ebnych latek. Musi se piredevS§im upozornit
na existenci zvlaStnich u¢inka (naptiklad kontrolované druhy, doty¢né stadium nebo
doty¢na stadia vyvojového zivotnim cyklu), a zejména na profylaktické vlastnosti
naptiklad na patologické jevy, umrtnost, pocet oocyst, pocet 1ézi.

Musi se sdélit informace tykajici se vlivu na produk¢ni a¢innost a na ptirtistek zivé
hmotnosti.

Pozadované idaje o u¢innosti se tykaji tfi etap na pokusech s cilovymi zvitaty:
a) kontrolované pokusy v klecich (jednotlivé a smiSené infekce);
b) kontrolované pokusy pii volném ustijeni (simulované podminky uziti);

¢) kontrolované pokusy v terénu (skute¢né podminky uziti)

Soucasn¢ a v piipad¢ potieby se musi v ramci pokust tykajicich se produkéni a¢innosti
zapisovat doplilujici 0daje, aby bylo moZzno posoudit vzijemné puasobeni rdstu
a konverze krmiva, nebo Gc¢inky na oplodnénost a lihnuti vajec (plemennd driibez).

3.2.2. U jinych zootechnickych doplitkovych latek Musi se dodat informace o u¢incich
na ptijem krmiva, t€lesnou hmotnost, produkéni G¢innost (ptednostné v susing), jakost
a vyté¢znost produkti a jakykoliv jiny parametr, ktery ma kladny ucinek na zvite, Zivotni
prosttedi, vyrobce nebo spotiebitele. Pfipadn¢ by studie mély zahrnovat udaj o vztahu
davky a reakci na ni.

3.2.3. Experimentalni podminky Pokusy se musi provadét minimaln€ na dvou riznych
mistech. Musi byt vypracovany dv€ samostatné zpravy, v nichZz se piesné uvedou
vysledky kontrol a kazdého experimentalniho zakroku. Protokol o pokusu musi byt
vypracovan peclivé a musi obsahovat nize popsané zakladni udaje :

3.2.3.1. Stado nebo hejno: misto a pocet, podminky krmeni a chovu, zplisob krmeni;
u vodnich druhti: velikost a po¢et nadrzi nebo kleci na farméch a kvalita vody.

3.2.3.2. Zvitata: druh (u vodnich druhd uréenych k lidské spotteb& se uvede jméno
obecné a po ném v uvozovkach latinské jméno nebo nazev dle Linné-a), plemeno, vek,
pohlavi, zptisob oznaceni, fyziologické stadium a celkovy zdravotni stav.

3.2.3.3. Pocet pokusnych a kontrolnich skupin, pocet zvitat v kazdé skuping. Pocet
zvitat pouzitych pro pokusy musi umoznit statistickou analyzu. Musi se uvést pouzité
statistické hodnotici metody. U kazdé kategorie zvirat, u které se maji projevit a¢inky,
musi byt provedeny nejméné tfi nezavislé srovnavaci pokusy na hladiné
pravdépodobnosti p < 0,05 u kazdé sledované kategorie zvitat, aby bylo vidét
ptedpokladany ucinek. V ptipadé prezvykavcl lze piymout niz8i hladinu



pravdépodobnosti p < 0,10. Ve zpravé musi byt zahrnuta vSechna zvitata nebo
experimentalni celky, s nimiz se pokusy provadé€ly. Ptipady, které neni mozné zatadit
z dtivodu nedostatkti nebo ztraty udaji, musi byt uvedeny ve zprave a jejich pritomnost
ve skupinach zvitat musi byt hodnocena.

3.2.3.4. Diety: popis vyroby a kvantitativni sloZzeni diety (diet) s uvedenim pouzitych
slozek, prislusnych Zivin (analyzované hodnoty) a energetické hodnoty. Udaje o ptijmu
krmiva .

3.2.3.5. Koncentrace aktivni latky (a v daném piipadé¢ latek) pouzitych pro srovnavaci
ucely v krmivech musi byt stanovena kontrolni analyzou podle piislusné uznané
metody. Referencni Cisla Sarzi.

3.2.3.6. Data a ptesna doba trvani pokusi. Data a povaha provedenych zkousek.

3.2.3.7. Studie o urCeni davky: ucelem té€chto studii je vysvétlit divody vedouci
k vybéru davky nebo stupnici davkovani, kterd vykazuje optimalni ucinek. Urceni
davky se zaklada na kontrole (bez antibiotik, stimulatord ristu nebo jinych 1é¢ebnych
latek) a na minimaln¢ ttech nenulovych arovnich u cilovych zvitat.

3.2.3.8. Okamzik a vyskyt jakéhokoliv nezadouciho u¢inku pokusti u jedincti nebo
skupin musi byt zaznamenan v¢etn¢ veskerych podrobnosti o programu pozorovani
pouzitém pii zkouSce.

3.2.3.9. Vsechny dopliikové latky zkousené za podminek v terénnich podminkach musi
mit dobré védecké zdznamy zaméiené na bezpecnost pro uzivatele, spotiebitele, zvite
a zivotni prostfedi. Neuspokojuje-li doplitkova latka pozadavky tykajici se bezpe¢nosti
spotiebitele, pak jakakoli provadéna studie musi byt koncipovéana tak, aby zabranila
vstupu ZivociSnych produkti vzeSlych z pokusnych zvirat do lidského potravniho
fetézce.

3.3. Studie o jakosti produkti zivo¢iSného ptivodu Produkty Zivoc¢isného ptivodu
musi byt ptezkouSeny z hlediska jejich organoleptickych, nutri¢nich, hygienickych
a technologickych vlastnosti.

3.4. Studie o u¢incich na vlastnosti zivo¢isnych odpadt Je-li doplitkova latka
ur¢ena k tomu, aby zménila n€které vlastnosti zivocisnych odpada (naptiklad dusik,
fosfor, zapach, objem) pozaduji se studie demonstrujici tyto vlastnosti.

4.
Zkousky tykajici se bezpecnosti uziti dopliikové latky
Zkousky uvedené v tomto oddilu jsou uréeny k vyhodnoceni

- bezpe¢nosti uziti doplitkové latky pro cilové druhy,

- jakéhokoliv rizika souvisejictho se selekci, nebo pienosem rezistence VvuUci
antibiotikiim a se zvySujici se persistenci a mnozenim enteropatogentl,

- rizik pro spotiebitele, ktera by mohla byt zpisobena konzumaci potravin obsahujicich
rezidua doplikové latky nebo jejich metaboliti,

- rizik pii vdechnuti, jiného kontaktu sliznic, o¢i nebo kize u osob zabyvajicich se



manipulaci s doplitkovou latkou v pivodnim stavu nebo zapracované do premixil nebo
krmiv,

- rizik z nezadoucich u€inkl na Zivotni prosttedi z dopliikové latky jako takové nebo
produkti odvozenych z doplitkové latky pifimo, nebo vylou¢enych zvitaty.

Je tfeba vzit v Givahu znamé inkompatibility, nebo interakce mezi doplitkovou
latkou a veterinarnimi 1é¢ivy, anebo slozkami diety uréené pro dany druh.

Tyto zkousky se budou obvykle pozadovat jako celek pro kazdou dopliikovou
latku, pokud neni uvedena zvlastni vyjimka nebo zména.

Pro navrh na rozSiteni povoleného uziti pro druh, ktery je z fyziologického
a metabolického hlediska blizky druhu, pro ktery jiz bylo uziti dopliikové latky
povoleno, se obvykle souhlasi s mén¢ obsahlou zadosti. Takovy soubor redukovanych
udajt musi ukéazat bezpec¢nost pro novy druh a absenci vyraznych rozdilG v zdkladnim
metabolismu a rezidui v pozivatelnych tkanich. Navrzena MLR a ochranng lhiita pro
dany druh musi byt odiivodnény.

Pro posouzeni rizik pro spotiebitele a nasledné uréeni MLR a ochranné lhity, je tieba
dodat tyto informace:

- chemickou strukturu aktivni latky,

- metabolismus u navrhovanych cilovych druhd,
- skladbu rezidui u téchto cilovych druhd,

- zkousku o odbouravani rezidui z tkani,

- idaje o biologickych ugincich aktivni latky a jejich metabolitt.

Znalost biologické vyuzitelnosti rezidui (vazanych a volnych) mize byt také
uziteCnd, zejména pokud dochazi k tvorbé mnoha metaboliti a zadny marker rezidui
neni dolozen (viz 4.1.3.3.)

Dale se pozaduje znalost slozeni a fyzikaln€ chemické a biologické vlastnosti
hlavnich vylou¢enych produktli pochazejicich z dopliikové latky pro stanoveni rozsahu
zkouSek nezbytnych k posouzeni rizik nezadoucich G¢inkli na Zivotni prosttedi nebo
jejich pietrvavani v zivotnim prostiedi (viz odstavec 4.5.).

4. 1. Zkousky na cilovych druzich zvitat
4.1.1. Testy tolerance na cilovych druzich/ kategoriich zvifat Ugelem je urdit limit
bezpec¢nosti (tj. hranici mezi maximalni navrhovanou davkou v krmivech a minimalni
davkou zptisobujici nezddouci ucinky). Limit bezpecnosti jednoho faktoru nejméné
z deseti se vSak povazuje za dostate¢ny, aby se jiz nezadaly dopliujici testy. Takovy test
tolerance musi byt proveden u cilovych druhl /kategorii zvitat, prednostné po celé
produk¢ni obdobi, 1 kdyz normaln€ je ptijatelny test trvajici jeden mésic. To vyZaduje
minimalné posouzeni klinickych ptiznaki a jinych parametri pro stanoveni u¢inki na
zdravi cilovych zvitat. Musi byt zatazena negativni kontrolni skupina (bez antibiotik,



ristovych stimulatord nebo jinych 1éCebnych latek). Mohou byt také pozadovany
dodate¢né¢ parametry podle toxikologického profilu. Jakykoliv nezadouci ucinek
odhaleny béhem pokusi na stanoveni G¢innosti se musi uvést také v tomto oddilu.Pokud
je produkt uréen k pouziti na zvitatech, kterd by mohla byt pouzita k chovu , musi byt
studie provadény takovym zpiisobem, aby se zjistilo pfipadné zhorSeni rozmnoZovaci
funkce samce nebo samice nebo Skodlivé ucinky na potomstvo, zpisobené podavanim
zkouSené doplitkové latky.

4.1.2. Mikrobiologicka bezpe¢nost doplitkové latky

4.1.2.1. VSechny zkousky musi byt provadény s nejvyssi navrhovanou davkou.

4.1.2.2. Vykazuje-li aktivni latka antimikrobialni aktivitu pifi koncentraci, ve které je
obsazena v krmivu, musi byt ur€ena minimalni inhibi¢ni koncentrace - MIK (minimum
inhibitory concentration - MIC) va¢i vhodnym patogennim i nepatogennim,
endogennim i exogennim bakteriim v souladu se standardizovanymi postupy.

4.1.2.3. Testy urcujici schopnost dopliikové latky
- zpusobit kiizovou rezistenci na odpovidajici antibiotika,

- selektovat rezistentni bakteridlni kmeny za provoznich podminek uziti u cilovych
druhd, a pokud tomu tak je, provést studie genetickych mechanism pro pienos
rezistentnich gend.

4.1.2.4. Testy urCujici a¢innost dopliikové latky na

- ur¢ity pocet oportunnich patogenti pfitomnych v zazivacim traktu (napiiklad
enterobakterie, enterokoky a klostridie),

- pomnoZovani nebo vyluCovani odpovidajicich zoonotickych mikroorganismi,
naptiklad Salmonella spp., Campylobacter spp.

4.1.2.5. V ptipadech, ze aktivni latka vykazuje antimikrobidlni aktivitu, musi byt
provedeny provozni zkouSky monitorovani rezistence bakterii na doplitkovou latku.

4.1.3. Zkousky metabolismu a rezidui
4.1.3.1. Ucelem zkousek je

- stanoveni metabolickych cest aktivni latky, jako zakladu pro jeji toxikologické
vyhodnocent,

- identifikace rezidui a stanoveni jejich kinetiky v pozivatelnych tkéanich a produktech
(mléko, vejce),

- identifikace vyloucenych latek, jako prvni pozadavek pro posouzeni jejich dopadu na
zivotni prostiedi.

V uritych piipadech, napiiklad u doplitkovych latek ziskanych fermentaci se muze
ukazat, Zze je nutné tyto zkousSky roz$ifit na jiné, béhem fermentace piidané nebo
odvozené latky. Zjisténi prikazné toxicity vzhledem k toxicité¢ aktivni slozky nebo
aktivnich slozek doplitkové latky by tuto okolnost vysvétlila.



4.1.3.2. Farmakokinetika Navrh a experimentalni schema zkouSek musi vzit v uvahu
specifika cilové populace z hlediska anatomie, fyziologie (ve€k, druh, pohlavi),
zootechnické kategorie i zivotniho prostiedi. Je-li tfeba, musi byt piihlédnuto k vlivu na
sttevni mikrofloru a na mikrofloru, ptfedzaludkii, enterohepaticky cyklus a ¢innost
slepého stfeva. Testované davkovani musi byt davkovéni, s jakym se pocita pro uZziti
a ptipadné, je-li to odiivodnéno, nasobek této davky. Aktivni latka (v€etn€ znacené
latky) musi byt zapracovana do krmiva, kromé& ptipadu, kdy je odiivodné&no, Ze se tak
nestane.

Pozaduji se tyto studie:

- metabolickd bilance a kinetika v plazmé&/krvi po podani jediné davky, aby se mohla
posoudit rychlost a rozsah absorpce, distribuce a vyluCovani (mo¢, vykaly, Zluc,
vydechovany vzduch, mléko nebo vejce),

- identifikace majoritnich metabolitd (>10%) v exkrementech, krom¢ ptipadu, kdy se
zda, Ze minoritni metabolit (<10%) by mohl byt toxikologicky vyznamny,

- rozloZzeni znaCeného materidlu v tkanich a produktech po podani jediné davky
zvitatim, kterd jiz jsou ve vyrovnaném stavu, jehoZz bylo dosazeno neznaCenou
dopliikovou latkou. Zkousky uvedené v bodech 4.1.3.1 a 4.1.3.2. musi obsahovat
i metody s pouzitim izotopti nebo jiné odpovidajici metody.

4.1.3.3. Zkousky rezidui

- identifikace takovych rezidui (pivodni sloucenina, metabolity, produkty rozpadu,
vazana rezidua®, ktera predstavuji vice nez 10% viech rezidui (kromé& toho, kdy by
mohl byt minoritni metabolit toxikologicky vyznamny) v pozivatelnych tkénich
a produktech (mléko, vejce) za metabolické rovnovahy, tj. po podani nasobkt davek
znacené latky; pomér zna¢eného rezidua ke vsem reziduim,

- kineticka studie rezidui v tkanich (vCetn¢ mléka a v daném piipad¢ vajec) béhem
obdobi jejich vylu¢ovani po dosazeni stabilniho stavu a za })ouZiti nejvyssi navrhované
davky profilujici do metabolizmu, identifikace cilové tkang® a znateného rezidua,

- vyluCovaci zkouSka znaceného rezidua z cilovych tkani (v¢etn€ mléka a v daném
ptipad€¢ vajec) po vysazeni doplitkové latky, které nésleduje po jeho opakovaném
podavani, v souladu s navrhovanymi podminkami uziti a které sta¢i k docileni
stabilniho stavu, aby bylo moZno stanovit ochrannou lhitu na zadklad¢ stanoveného
maximalniho limitu rezidui MLR,

- ochrannd lhiita pro doplitkovou ldku nesmi byt krat$i nez doba nutna pro to, aby
koncentrace znaceného rezidua stanovena v cilové tkéani klesla pod hodnotu MLR (95 %
hranice spolehlivosti). Body méteni, Casové uréené, vybrané vhodnym zplisobem ve
vazb¢ na fazi vyluCovani aktivni latky a jejich metaboliti, a minimalné Ctyfi zvitata na
kazdy bod podle druhli (velikost, geneticka variabilita) musi byt povazovany za

pozadované minimum®.

4.2. Zkousky na laboratornich zvitatech Tyto zkouSky musi byt provadény



s aktivni latkou za pouziti mezindrodn€ uznavanych standardnich pokusnych metod, jak
jsou popsany v pokynech OECD pro metodologické ukazatele a v souladu se zasadami
spravné laboratorni praxe. Mohou byt nezbytné i dopliujici zkouSky o zvlastnich
metabolitech, produkovanych u cilovych druhti, pokud se tyto nevytvotily v testu
laboratornich druhii ve vyznamném rozsahu. Stejn¢ tak, pokud jde o udaje u ¢loveka, se
kterymi se musi pocitat, je tieba rozhodnout, které dopliujici zkousky se provedou.
4.2.1. Akutni toxicita Akutni ordlni toxicita musi byt provedena nejméné na dvou
druzich savcid. Jeden laboratorni druh mtze byt v pfipadé potieby nahrazen cilovym
druhem. Nebude nutné oznaCovat ptesné LDS50 ; pfiblizné uréeni minimalni smrtelné
davky obvykle staci. Aby se snizil pocet testovanych zvifat a jejich utrpeni, nesmi
maximalni davkovani piekrocit 2 000 mg/kg Zivé hmotnosti a doporuCuje se pouZziti
nahradnich metod (limitni test, metoda fixni davky, metoda tiidy akutni toxicity).
Nebezpeci pro pracovniky musi byt posuzovano v sérii zkousek, v nichZ se produkt
(aktivni latka a nosi¢ ve formé€, v niz bude uvedena do ob&hu) pouzije. Zkousky
drazdivosti pokozky se musi také provést a pokud jsou jejich vysledky pozitivni, je
tteba posoudit drazdivost sliznic (naptiklad oc¢i). Také se musi posoudit alergické
ucinky - kozni senzibilizace. Zkousky akutni toxicity pti vdechnuti se musi provadét,
jestlize produkt mize tvoftit prach nebo 1ze vdechovat jeho vypary.

4.2.2. ZkouSky genotoxicity, véetné mutagenity Za ucelem identifikace aktivnich latek
a ptipadn¢ jejich metaboliti a produktli degradace, které maji mutagenni a genotoxické
vlastnosti, musi byt provedena vyb&rovd kombinace nejméné tii rlznych testi na
genotoxicitu. Testovany soubor musi obvykle obsahovat testy v prokaryotickém
1 eukaryotickém systému, v¢etné systéma testd in vitro a in vivo na savcich. V ptipadé
potieby se testy musi provadét bez i s metabolickou aktivaci u savci.Je tfeba uvést
davody, které vedly k vybéru testi vzhledem k jejich spolehlivosti pro posouzeni
genotoxickych uc¢inki na rtizna geneticka zakonceni na urovni genu, chromozomu
a genomu. Mohou se uvadét doplnujici testy podle ziskanych vysledkli a na zaklad¢
celého toxikologického profilu latky a uziti, k némuz je urCena. Pokusy se musi
provadét v souladu se schvalenymi a v soucasnosti validovanymi postupy. Pokud je
pokus zaméfen na kostni dien, je ptipad€¢ negativniho vysledku nutny dikaz o tom, ze
buiiky byly vystaveny plisobeni testované latky.

4.2.3. Zkoudky subchronické orélni toxicity (90 dni) Doba testli musi byt minimaln¢ 90
dni. U dopliikkovych latek uréenych k pouziti u zivociSnych druhi, z nichz se vyrab¢&;ji
potraviny, musi se zkouSky provadét na dvou zivoCiSnych druzich, z ¢ehoz jeden nesmi
patfit k tadu hlodavci, ale mize byt cilovym druhem. U doplitkovych latek uréenych
pro pouziti u zvitat, kterd nejsou uréena k lidské spotebé, stali zkousky na cilovém
druhu: aktivni latka musi byt poddvana ordln¢ minimaln¢ ve tfech urovnich jako
dopln€k podavani kontrolni skupiné, aby se ziskala odpovéd na davku.Maximalni
davka musi za normdlnich okolnosti odhalit pfitomnost Skodlivych G¢inki. Nejnizsi
urovenl davkovani nemusi vykazat zadnou zndmku toxicity.

4.2.4. Zkousky chronické oralni toxicity (véetn¢ zkousek karcinogenity).
Zkousky karcerogenity nemusi byt nezbytné, pokud aktivni latka a jeji metabolity:

- davaji stale negativni vysledky ve vhodné sérii testli na genotoxicitu,



- nejsou strukturaln€ propojeny se znamymi kancerogeny a

- nevyvolavaji zadny ucinek ukazujici na ptipadnou (pre)neoplazii pii zkouSkach
chronické toxicity.

4.2.5. Zkousky reprodukéni toxicity véetné teratogenity
4.2.5.1. Dvougenera¢ni zkouska reproduk¢ni toxicity

- zkou8ky na reprodukéni funkei musi byt provadény v rozsahu nejméné dvou filialnich
generaci (F1, F2) a mohou byt kombinovany se zkouskou teratogenity. ZkouSena latka
musi byt podavana samctiim a samicim ve vhodnou dobu pied pafenim. V podavani se
musi pokracovat az do odstavu zvitat generace F2.

- VSechny relevantni parametry tykajici se oplozeni, biezosti, porodu, mateiského
chovéani, kojeni, riistu a vyvoje potomstva generace F1 od poceti do dospélosti a vyvoj
potomstva generace F2 az do odstavu se musi pecliveé sledovat a zaznamenat.

4.2.52. Zkousky teratogenity ZkouSky teranogenity zahrnuji embryotoxicitu
a foetotoxicitu. Musi se provadét nejméné na dvou druzich.

4.2.6. Zkousky metabolismu a uklddani Musi byt provedeny zkousky absorpce,
ukladani (rozlozeni) v télnich tekutinach a tkanich a ve vylucovacich cestach. Zkouska
metabolismu zahrnujici metabolickou bilanci a identifikaci hlavnich metaboliti v moci
a vykalech se musi provést na zvifatech obou pohlavi a stejnych druht, jaké byly
pouzity v toxikologickych zkouskach. Jedna davka znacené molekuly (bod 4.1.3) se
musi podat v ustdleném stavu rovnovahy, jehoz bylo dosazeno s neznacenou
slouc¢eninou v davce podobné nejvyssi urovni navrzené pro pouZziti u cilového druhu.

4.2.7. Biologicka vyuzitelnost rezidui Pfi posuzovani rizika pro spotiebitele, spojeného
s ur¢itymi rezidui obsaZzenymi v ZivociSnych produktech, zejména vazanymi rezidui, je
tteba brat v uvahu dodate¢ny faktor bezpec¢nosti zaloZzeny na urceni jejich biologické
vyuzitelnosti za pouziti vhodnych laboratornich zvitat a uznanych metod.

4.2.8. Jiné specifické toxikologické a farmakologické zkouSky Musi se provést dalsi
zkousky poskytujici doplitujici informace pouzitelné pro posouzeni bezpecnosti aktivni
latky a jejich rezidui, pokud pro to existuje jakykoliv zavazny divod.

4.2.9. Uréeni koncentrace bez pozorovaného u¢inku (NOEL-KBPU) Viechny vyse
uvedené vysledky a veSkeré dulezité publikované udaje (véetn¢ jakékoliv vhodné
informace o ucincich aktivni latky na d¢lovéka) a ptipadn€¢ informace o uzce
souvisejicich chemickych strukturach se musi brat v uvahu pro urovani koncentrace
bez pozorovaneho ucmku (NOEL- KBPU) Vyjadrene \% mg/kg telesne hmotnostl na den
denni davky (ADI) v§ak musi byt podle okolnostl vybrana na zaklad¢ toxikologickych
nebo farmakologickych ucinkG. U nékterych dopliikovych latek, naptiklad
antibakterialnich latek, maze byt vhodné&j$i urCovat ADI na zéklad¢ G¢ink( na lidskou
sttevni mikrofloru. Neexistuji-li mezinarodni pfijaté a validované metody pro popis
sttevni flory, pak mohou byt vhodnéjsi a¢inky na vybrané a citlivé bakteridlni kmeny
lidského stieva.



4.3. Vyhodnoceni bezpecnosti pro ¢lovéka

4.3.1. Navrh piijatelné denni davky (ADI) pro doplitkovou latku V piipadé potiteby by
se méla navrhnout pfijatelna denni davka ADI.ADI (vyjadiend v mg dopliikové latky
nebo materialu vztahujicimu se k dopliikové latce na osobu a den) se odvodi tak, Ze se
vydéli koncentrace bez pozorovatelného uginku (KBPU mg/kg télesné hmotnosti)
vhodnym faktorem bezpecnosti a vynasobi primérnou hmotnosti lidského téla, tj. 60
kg. Tato KBPU, vyjadiena v mg na kg télesné hmotnosti na den mtize byt vybrana s
pouzitim toxikologickych nebo farmakologickych vysledkd. V nékterych ptipadech
miuze byt ADI, stanovena na dopliikovych latkach s mikrobiologickymi vlastnostmi,
vhodnéj$i. Vybér bude zdlezet na tom, ktera vlastnost je nejdilezitéjsi z hlediska
zdravotniho rizika pro spotiebitele.

Faktor bezpec¢nosti uzity pro stanoveni ADI jednotlivé dopliikové latky musi byt vybran
s ohledem na nésledujici :

- na povahu biologického uginku uzitého pro uréeni KBPU,
- na dileZzitost tohoto uc¢inku pro ¢lovéka a reverzibilitu G¢inku,
- na rozsah a kvalitu udaji pro uréeni KBPU,

- na jakoukoliv informaci o G¢inku nebo ucincich slozek rezidui.

Obvykle se pouzije pro vypocet ADI faktor bezpeCnosti nejmén¢ 100 (to znamena
faktor 10 pro umoznéni potencidlni mezidruhové variace a dalsi faktor 10 pro umoznéni
moznych rozdild v reakci u riiznych lidi. Pokud jsou pro aktivni latku k dispozici udaje
pro lidi, mize se ptijmout niz$i faktor bezpe¢nosti.

4.3.2. Navrh maximalnich limitl rezidui (MLR) pro doplitkovou latkuPro vypocet MLR
se predpoklada, ze ptijem pozivatelnych tkani, mléka a vajec piedstavuje jediny zdroj,
jemuz je Cloveék potencialn€ vystaven. Pokud tomu tak neni, musi byt vzaty v Givahu jiné
zdroje.

Rada takovych substanci se pouZivala jako doplitkové latky v krmivech i pro jiné
aplikace. V téchto ptipadech by mély byt vypocitané MLR totozné. Mohou zde byt také
piiklady, kdy se na zdklad€¢ ptisnych védeckych tvah vypocitavaji rizné MLR pro
kazdé uvziti jestlize zpisob, mnozstvi, Cetnost davkovani a doba trvani podavani jsou
dostatecn¢ odliSné od téch, které jsou obvykle pouzivany pro dopliikovou latku v
krmivech, a ze jsou zde dikazy ukazujici, ze kinetika, nebo metabolismus miize vyustit
v odliné profily rezidui. Pro tyto ptipady se ptedem stanovilo, Ze se pouziji nejpiisnéjsi
MLR.

Ke stanoveni MLR musi byt definovana chemické povaha materidlu ptibuzného 1é¢ivé
substanci, ktery je ur¢en k uziti pro uptesnéni hladin rezidui ve tkéanich. Tato latka se
nazyva rezidualni marker. Tato slozka rezidua nemusi byt nutn¢ dilezitym reziduem
z toxikologického hlediska, avSak musi byt vybrana jakozto vhodny ukazatel
piedstavujici vSechna vyznamna rezidua. Pomér rezidualniho markeru a veskerych
radioaktivnich rezidui ve vztahu k ADI (tj.pomér rezidudlniho markeru k vesSkerym



radioaktivnim rezidua, rezidualni marker k veSkerym biologicky aktivnim reziduim)
musi byt stanoveny ve vSech ¢asovych bodech béhem zkousek o odbouravani. Zejména
je nutné tento pomér znat u Casového bodu, ktery byl vybran pro uréeni MLR.
Analytickd metoda vhodna pro tento rezidudlni marker musi byt také k disposici, aby
bylo zaru¢eno dodrzovani MLR.

Pro stanoveni MLR (vyjadienych v g/kg rezidudlniho markeru na kg pouzivatelné
syrové tkan¢ nebo produktu) na zaklad¢ ADI, je tfeba pouzit nasledujici hodnoty denni
spotieby lidské stravy:

Savci Ptaci Ryby
Svaly 300 g 300 g 300 g*
Jatra 100 g 100 g
Ledviny 50¢g 10 g
Tuk 50 g** 90 g***
+ mléko 1500 g
+ vejce 100 g

*  Svaly a kiize v ptirozenych pomé&rech
*# U prasat 50 g tuku a ktize v ptirozenych pomérech
*#% Tuk a kGize v ptirozenych pomérech

Jednotlivé MLR v ridznych tkéanich musi brat v uvahu kinetiku vylu¢ovani
rezidui v tkanich zivo¢isného druhu zamysleného pro uziti. Je pozadovana analyticka
metoda vykazujici limit kvantifikace niz$i nez MLR (viz oddil Il bod 2.5.3.).

Jestlize by né&jaka latka vytvarela reziduum v tkanich a produktech, musi byt
MLR navrzeny takovym zplisobem, aby celkové mnozstvi rezidua vyznamného
z toxikologického (nebo mikrobiologického) hlediska, pfijimanéhoS) kazdy den, bylo
niz$i nez ADI (viz tabulka nahote).

MLR smi byt stanoven az po zvazeni a zahrnuti vSech dalSich moznych zdroja
rezdui, kterym je spotiebitel vystaven. U nékterych doplikovych latek mohou byt
rezidua ptitomna pod hodnotami MLR v mléce, vejcich nebo mase, mohou v3ak narusit
kvalitu potraviny pfi jejim zvla3tnim zpracovani, naptiklad uZziti mléka pro vyrobu syra.
U téchto dopliikovych latek se mize jako dopln¢k stanoveni hodnot MLR uvést, Ze se
pocita s "maximalnim reziduem slucitelnym se zpracovanim (potravin)".

MLR nebude pozadovan za urcitych okolnosti, jakymi jsou:

- nulova biologicka vyuzitelnost rezidui a nulovy Skodlivy ucinek na lidska
stfeva, véetn€ jejich mikroflory,

- uplné odbourani na Ziviny nebo na neSkodné latky u cilovych druht,
- ADI "nespecifikovana" z divodu nizké toxicity pi1 pokusech na zvitatech,
- ptipad, kdy je uZiti zcela omezeno na krmiva pro domaéci zvifata,

- ptipad, kdy je latka zaroven povolena jako potravinaiské aditivum; MLR neni




obvykle nutny, je-li rezidudlni marker v zasad¢ vychozi (matec¢ni) latkou
a neptfedstavuje-li pouze nevyznamnou frakci ADI potravinaiského aditiva.

4.3.3. Navrh ochranné lhity pro dopliikovou latku Ochranné lhiita bude stanovena na
zéklad¢ MLR. Ochrannad lhita zahrnuje dobu nasledujici po ukoneni podéavani
navrhované formy dopliikové latky, kterd je nezbytnd k tomu, aby hladiny rezidua
klesly pod MLR (vy3e spolehlivosti 95%). Pro stanoveni ochranné lhity je mozné
oznalit dil¢i poZivatelnou tkan, Casto nazyvanou jako cilovd tkan, kterd zastupuje
vSechny ostatni.

4.4. Posouzeni bezpe¢nosti pro pracovniky Pracovnici mohou byt vystaveni
plusobeni doplikové latky hlavné pii1 vdechnuti nebo dotyku pii vyrob€, manipulaci
nebo uziti dopliikové latky, napiiklad pracovnici v zeméd€lstvi jsou potencidlné
vystaveni G¢inkiim pi#i manipulaci nebo michani dopliikové latky. Musi byt dodany
doplitujici informace o zpGsobu zachdzeni s latkami. Tyto informace musi obsahovat
posouzeni moznych rizik pro pracovniky. Ziskana zkuSenost ve vyrobni jednotce Casto
ptedstavuje dilezity zdroj informaci pro posouzeni rizik pro pracovniky, ktera vyplyvaji
z toho, ze pracovnici jsou vystaveni u¢inkim dopliikové latky ze vzduchu a dotykem.
Latky, jimz je zapotiebi vénovat mimotadnou pozornost, jsou dopliikové latky, krmiva
zpracovand s dopliikovymi latkami, nebo vykaly zvifat ve form& suchého prachu nebo
ze kterych maze suchy prach vzniknout, a doplitkové latky pro krmiva, které mohou mit
alergicky potencial.

4.4.1. Posouzeni toxikologického rizika pro bezpecnost pracovniki
4.4.1.1. Uginky na dychaci ustroji Musi byt doloZeno, Ze hladiny prachu ve vzduchu
nepiedstavuji riziko pro zdravi pracovnikl. Proto je v ptipad€ potteby nezbytné dolozit

:inhala¢ni testy na laboratornich zvitatech, publikované epidemiologické udaje, nebo
vlastni udaje Zadatele o jeho vyrobnim zatizeni, nebo testy drazdivosti a testy na
citlivost dychaciho ustroji.
4.4.1.2. Utinky na o¢i a pokozku Musi byt piedlozeny dikazy o tom, Ze nejsou znamy
ptipady drazdivosti, nebo senzibilizace u lidi. Tyto dikazy musi byt doplnény vysledky
validovanych testli na zvitatech tykajicich se drazdivosti pokozky a oc¢i a citlivosti
zpuisobené moznym pouzitim piislusné doplikové latky.
4.4.1.3. Systémova toxicita Pro posouzeni ostatnich aspekti bezpec¢nosti pracovniki,
musi byt uzity udaje, které vznikly doplnénim pozadavkil na bezpe¢nost (vCetné testl
toxicity opakovanych davek, mutagenicity, kancerogenicity a reprodukcnich testi). Pri
tom je nutno piipomenout, Ze kontaminace pokozky, nebo vdechnuti dopliikové latky
jsou nejcastéjsi cesty exposice, jiz jsou pracovnici vystaveni.

4.4.2. Posouzeni exposice Musi byt ptfedlozeny informace o tom, zda pouzivani
dopliikové latky je schopno vyvolat vznik exposice vSemi cestami - vdechnutim,
dotykem nebo pozitim. Tyto informace musi zahrnovat kvantitativni vyhodnoceni, které
by se mélo tykat typické koncentrace ve vzduchu, kontaminace kiize nebo poziti. Pokud
kvantitativni adaje nejsou k dispozici, musi byt dodan dostatek informaci, ktery umozni
adekvatni posouzeni exposice.

4.4.3. Opatteni ke kontrole exposice Pti pouziti informaci z hodnoceni vysledki
toxikologie a exposice musi byt vypracovan zavér o rizicich pro zdravi uZivatel

(systémova toxicita, toxicita, drazdivost nebo citlivost), pokud jsou uplatfiovana
opatfeni ke kontrole expozice piiméfenda témto podminkdm. Pokud je riziko
nepiijatelné, musi byt piijata bezpecnostni opatfeni ke kontrole exposice nebo jejiho
vylouceni. Piednostnimi feSenimi je piepracovani nebo modifikace vyrobnich postupt
uziti, nebo disposic dopliikové latky. Pouzivani osobnich ochrannych prostiedkd musi



byt poslednim krokem k ochrané¢ pted jakymkoliv ptetrvavajicim rizikem poté, kdy uz
byla zavedena kontrolni opatieni.

4.5. Posouzeni rizika pro Zivotni prostiedi Zohlednéni dopadu doplitkovych latek
v krmivech na Zivotni prostiedi je dulezit¢é z toho divodu, Ze podavani t&€chto
doplitkovych latek obvykle trva dlouhou dobu (nebo cely zivot), mohou jim byt dotéeny
velké skupiny zvitat, mnohé doplitkové latky se malo vstiebavaji a proto jsou z velké
miry vylucovany v nezménéném stavu. V urcitych ptipadech vSak mize byt nutnost
posouzeni dopadu na Zivotni prostfedi omezena. Neni namisté stanovovat pifisna
pravidla v téchto obecnych pokynech. Aby se usnadnilo ur¢ovani dopadu dopliikovych
latek na zivotni prostiedi, musi se ptijmout postupné kroky (viz "strom rozhodovani"),
kdy je mozné v prvni fazi jasn¢ identifikovat doplitkové latky, které nevyZzaduji
dopliiujici testy. U ostatnich doplitkovych latek se pozaduje druha faze zkousek (faze 11
A), aby se ziskaly dopliujici informace, na jejichz zakladé¢ muize byt rozhodnuto, Ze
bude nutné provést dalsi zkousky (faze Il B).
4.5.1. Posuzovani - faze I. Ugelem posuzovani ve fazi L. je urdit, zda doplitkova latka
nebo jeji metabolity mize nebo nemuize mit vyznamny dopad na Zivotni prosttedi, a to
na zaklad¢ udaji stanovenych jiz pro jiné ucely.
K fazi Il se nemusi ptistupovat, pokud se splni jedno ze dvou nasledujicich kriterii:

a) chemicka povaha a biologicky vliv doplitkové latky i jeji uziti ukazuji, ze dopad bude
zanedbatelny: to znamend, kdyZ dopliikova latka, nebo jeji hlavni metabolit(y) (vice nez
20% vSech rezidui ve vykalech) jsou:

- fyziologické/ptirodni latky (naptiklad vitaminy nebo mineralni latka), které nezméni
koncentraci v zivotnim prostiedi, dokud zde neni pro to né¢jaky ziejmy zavazny divod
(naptiklad mé&d’),

- doplnkové latky urcené pro domdci zvifata (s vyjimkou koni):

b) nejhorsi piedpokladana koncentrace v Zivotnim prosttedi (PKZP) je natolik nizka,
aby byla brana v uvahu. Nejhorsi PKZP pro ptdu by méla byt stanovena z hnoje, ktery
byl zakladan v dobé¢ maximalni exkrece hlavnich slozek rezidua (dopliikové latky, nebo
jejich hlavnich metaboliti), a byl rozmetan po pads. PKZP musi byt vyhodnocena pro
kazdou hlavni slozku rezidua v hnoji a pro kazdy pftislusny oddil. U pozemniho oddilu
hnoje se nepozaduje zadné dalsi posuzovani, pokud PKZP nepiekracuje 100 ug/kg pro
sumu hlavnich slozek rezidua v hnoji, nebo pokud jsou tyto hlavni sloZKy v hnoji rychle
rozlozeny (¢as rozpadu DT 50<30 dni) (v piipad€, Ze jsou tyto udaje k disposici) na
ptirodni slozky nebo na koncentrace nizsi nez 100ug/kg, nebo jestlize je PKZP v pade
(v hloubce 5 cm) niz8i nez w/kg.

Nejhorsi PKZP pro vodu miize byt stanovena bud’to pfimym vhozenim sypkého krmiva
nebo vykali obsahujicich dopliikovou latku a jeji metabolity do vodnich nadrzi nebo
z prisaku latek obsazenych ve vykalech nebo v pidé do spodni vody. Je-li PKZP
z hlediska kontaminace vodnich nadrzi nebo spodni vody spolehlivé urCena jako nizsi
nez 0,1 mikrog na litr, pak posuzovani dopadu dopliikové latky na vodni prostiedi podle
faze I1.A neni nutné.

Faze 1l posuzovani dopadu se bude obvykle pozadovat, pokud zadatel neni schopen
dokézat, ze navrhovana dopliikova latka spada do n€které z t€chto vyymutych skupin,
nebo pokud je dopliikova latka ptimo uvolnéna do prostiedi (napiiklad v akvakultuie).



RIZIKO, JAKE PREDSTAVUJi DOPLNKOVE LATKY V KRMIVECH PRO
ZIVOTNI PROSTREDI ]
Strom rozhodovani FAZE |I.

Je dopliikova latka fyziologicka /pfirodni latka, jejiz bezpe€nost je znama
(napfiklad vitaminy, nékteré mineraly) ?

l— ANO — STOP
NE

Jsou cilovymi zvifaty pouze domaci zvifata ?

|— ANO — STOP
NE

Dostava se dopliikova latka do prostfedi (napfiklad chov ryb) ?

|— ANO — FAZE Il
NE
l

Je dopliikova latka nebo jeji hlavni metabolity pfitomna v hnoji (>100 pg/kg) ?

|— NE — STOP
ANO

Je po rozmetani hnoje rozpad rychly (DT 50<30 dni) ?

|— ANO — STOP
NE

!

PKZP ve spodni vodé > 0,1 pg/l
nebo PKZP v pidé > 10 ug/kg

|— NE — STOP
ANO

2
FAZE Il

4.5.2. Posuzovani - faze 11

Faze 11 obsahuje dv¢ ¢asti: fazi 11 A a fazi Il B.

Musi byt posouzena moznost bioakumulace doplitkové latky, nebo jejich hlavnich
metaboliti a jeji vliv na ptedpokladanou miru bezpecnosti. Bioakumulace se
nepovazuje za potencidlné vyznamnou, pokud je napiiklad Kow (rozdé€lovaci
koeficient) < 3. Ptislusné zkousky ve fazi I B budou obecn¢ nutné, pokud neni mozné
tuto miru bezpec€nosti stanovit.



452.1.FAZEII A

Utelem posuzovani ve fazi II A je identifikovat riziko pro Zivotni prostiedi tim, Ze:

- se zptesni vypocet piedpokladané koncentrace nebo piredpokladanych koncentraci
v Zivotnim prostiedi - PKZP,

- se ur¢i pomér mezi exposici, hladinami doplitkové latky, nebo hlavnimi metabolity
a kratkodobymi nezadoucimi u¢inky na zastupné zivo¢isné nebo rostlinné druhy
srovnatelné v doty¢ném prostiedi,

- se tyto vysledky uziji pro ur€eni hodnoty (hodnot) ptedpokladane (-nych)
koncentrace(-ci) bez ucinku (PKBU).

Doporucuje se nasledujici postup pro ureni rizika:

a) Pokud vypocet nebyl proveden pii fazi I, musi byt piesn&ji vypogitana PKZP pro
kazdé dané prostiedi. Pi urdovani PKZP se musi brat v uvahu:

- koncentrace dopliikové latky, nebo jejich hlavnich metabolitli v hnoji nasledné po
podani doplitkové latky zvitatim v navrhované davce. Tento vypocet musi brat v ivahu
objemy vykal a miru davkovani,

- potencialni roziedéni vyloucené dopliikové latky vazané na material obvykle
oSetfovany jako hnij a ulozeny pied jeho rozmetanim do pidy,

- absorpce/desorpce dopliikové latky a jejich metaboliti na pidé€, pretrvavani rezidui
v pidé DT50 a DT90; sediment v ptipad¢ akvakultury,

- jiné faktory, jako naptiklad fotolyza, hydrolyza, vypatovani, rozklad v pid€ nebo
v systémech vodniho sedimentu, roziedéni pii orb¢ atd.

Nejvyssi hodnota PKZP ziskana z téchto vypodti pro kazdé dané prostiedi musi byt
pouzita pro posuzovani rizika v urovni II A.

Pokud se ptedpoklada zvysené pretrvani v padé (D90 > jeden rok) pti koncentracich
vys8ich nez 10 g/kg pldy pii ustdleném stavu, maze byt nutné posouzeni v urovni faze
I1.B

b) Nasledn€é musi byt urCeny hladiny, které maji vazné kratkodobé nezadouci Gc€inky
pro rizné trofické hladiny v daném Zivotnim prostfedi (ptida, voda). Tyto testy musi byt
v souladu s pokynem OECD6) nebo s analogickymi osvéd¢enymi pokyny. Zadouci
testy pro suchozemské prostiedi zahrnuji: toxicitu pro de$tovky (Iétalni davka 50 %
LD50) fytotoxicitu (Gginna koncentrace 50 %, UK50 ) pro suchozemské rostliny,
ginky na padni mikroorganismy (napiiklad: UK 50 pro u¢inky na metagenezi a vazbu
dusiku). Pro vodni prosttedi: ryby, studie LD50 96 hodin; Daphnia magna, studie L.D50
za 48 hodin; fasy, studie UK 50 a studie toxicity pro sedimenta&ni organismy.

¢) Musi byt uréena hodnota PKBU (piedpokladana koncentrace bez cinku) pro kazdé
u nejcitlivéjSiho druhu), kdy byl zpozorovan nezadouci ucinek pii vySe uvedenych
testech na ekotoxicitu, a vyd¢li se faktorem bezpecnosti minimalné 100, v zavislosti na
ukazateli a poctu uzitych testovanych druh.



d) Vypoéitané hodnoty PKZP a PKBU se musi porovnat. Pfijatelny pomé&r mezi PKZP
a PKBU bude zaviset na povaze vysledku testu pouzit¢ho pro uréeni PKBU. B&zng se
bude pohybovat v rozmezi mezi 1 a 0,1. Pokud budou ziskany priikazné niz8i poméry,
je malo pravdépodobné, Zze budou nutné dalsi ekotoxické testy, kromé& ptipadu, Ze se
ptedpoklada bioakumulace. Na druhé stran¢ vyssi poméry budou vyzadovat urcité testy
ve fazi 11 B.

4.5.2.2. Faze 11 B (podrobngjsi toxikologické zkousky)

U dopliikovych latek, u nichZ po posouzeni ve fazi II A zdstavaji pochyby o vlivu na
zivotni prostiedi, je nutné provést podrobnéjsi zkousky o jejich ucincich na biologické
druhy v daném(-ych) prostiedi, kde zkouSky faze Il A naznaCovaly mozné problémy:
V tomto ptipad¢ se pozaduji dalsi testy, aby se urcily chronické a specifi¢téj$i ucinky na
vhodnych ZivociSnych, rostlinnych a mikrobidlnich druzich. Je mozné, Ze pfi
posuzovani ve fazi II A byla PKZP nadhodnocena. Aby se tato skute¢nost prokazala
muze byt nezbytné provést méteni koncentraci prostiedi a persistence doplitkové latky,
nebo jejich hlavnich metabolitli v provoznich podminkach.Vhodné dodate¢né testy na
ekotoxicitu jsou popsany v fadé publikaci, zejména v pokynech OECD. Miize se stat, 7e
bude nutné brat v uavahu tfi kategorie druhi v prostiedi, zvitata, rostliny
a mikroorganismy. Pozaduje se pecClivy vybér téchto testli, aby bylo zajiSt€no, ze jsou
vhodné pro situaci, v niz mize byt dopliikova latka, nebo jeji hlavni metabolity
uvolnéna a rozptylena do prostiedi.

Posouzeni dopadu na suchozemské prostiedi miize zahrnovat:
- subletalni zkousku uc¢inkti na dest'ovky, dalsi zkousky vlivu na ptidni mikrofloru, testy
fytotoxicity na $kalu rostlinnych druhii dilezitych z ekonomického hlediska, testy

zamétené na bezobratlé ZivoCichy na pastvinach, véetné hmyzu a volné zijicich ptaka.

- Poznamka: samostatné posouzeni toxicity u savci nemusi byt nutné, pokud je
uplatnéno pfi testovani toxicity u savcd pro ur€eni ADI (viz 4.3.1.)

Posouzeni dopadu na vodni prostiedi miize zahrnovat:
- testovani chronické toxicity na nejcitlivéjSich vodnich organismech, uvedenych ve fazi
Il A, to znamena: testy v prvnich stadiich Zivota ryb, reprodukéni test u dafnii, 72

hodinové testy na fasach a bioakumula¢ni studii,

- pokud neni mozné stanovit adekvatni bezpe¢nou hranici mezi PKZP a PKBU, musi
byt stanovena u¢inna omezujici opatteni, aby se zmirnil dopad na Zivotni prosttedi.

5.
Vzor identifikaéniho zaznamu

5.1. Identita dopliitkové latky
5.1.1. Druh dopliikové latky



5.1.2. Fyzikalni stav

5.1.3. Kvalitativni a kvantitativni slozeni

5.1.4. Metoda analyzy doplitkové latky a rezidui
5.1.5. Registra¢ni Cislo Spolecenstvi (Cislo ES)
5.1.6. Baleni

5.2. Specifikace tykajici se aktivni latky
5.2.1. Genericky néazev, chemicky nazev, ¢islo CAS

- Genericky nazev

- Chemicky nazev (IUPAC)
- ¢islo CAS

5.2.2. Empiricky vzorec

5.3. Fyzikéln€ chemické, technologické a biologické vlastnosti doplitkové latky
5.3.1. Stabilita dopliikové latky

5.3.2. Stabilita béhem ptipravy premixd a krmiv
5.3.3. Stabilita béhem skladovani premixt a krmiv
5.3.4. Jiné vlastnosti

5.4. Podminky uziti
5.4.1. Druhy nebo kategorie zvitrat, maximalni stafi, je-1i stanoveno

5.4.2. Minimdlni a maximalni obsah v krmivech
5.4.3. Kontraindikace, vzajemné plisobeni (interakce)
5.4.4. Varovna upozornéni

5.5. Osoba odpovédna za uvedeni do ob&hu
5.5.1. Jméno a ptijmeni

5.5.2. Adresa mista trvalého pobytu
5.5.3. Registra¢ni ¢islo

5.6. Vyrobce



5.6.1. Nazev nebo obchodni firma, sidlo a identifikacni Cislo, jde-li o pravnickou
osobu;obchodni firma, misto podnikani, identifika¢ni ¢islo, jde-li o fyzickou osobu,
ktera je podnikatelem podle zvlastniho zakona

5.6.2. Jméno, popiipad¢ jména , pfijmeni a misto trvalého pobytu jde -li o fyzickou
osobu

5.6.3. Schvalovaci Cislo nebo registra¢ni Cislo ptidélené vyrobnimu provozu nebo
dodavateli

5.6. Datum
6.

Obnoveni povoleni doplitkovych latek, jejichz povoleni je vazano na osobu odpovédnou
za jejich uvedeni do ob&hu

6.1. Obecné¢ Musi byt zpracovana aktualizovana dokumentace a monografie
v souladu s nejnov&j$imi pokyny a seznam uvad¢jici viechny variace kazdého druhu od
jeho povoleni pro uvedeni do ob&hu nebo od posledniho obnoveni.

Musi byt potvrzeno, Ze monografie a dokumentace o bezpe¢nosti byly upraveny
tak, aby zahrnovaly vSechny nové informace tykajici se dopliikové latky nebo které jsou
po zméné t€chto pokyni naptisté pozadovany.

Musi byt dodana informace o stavu povoleni ve svét€ a o objemu prode;ji.

6.2. Identita aktivni latky a dopliikové latky Musi byt predlozen dikaz, ze
dopliikova latka nebyla zménéna nebo upravena ve slozeni, Cistoté nebo aktivit¢ ve
srovnani s povolenou doplitkovou latkou. Jakdkoliv zmé&na vyrobniho postupu musi byt
oznamena.

6.3. U¢innost Musi byt predlozen dikaz, e dopliikova latka si uchovava
pozadovanou ucinnost v podminkach b&znych pro zivocisnou vyrobu v dob& podani
zadosti o obnoveni povoleni. Tyto informace musi zahrnovat vycet obecné ziskané
zkuSenosti s uzitim doplikové latky a provadény monitoring.

6.4. Mikrobiologie = ZvlaStni pozornost musi byt vénovana ptipadnému vyvoji
rezistence na antimikrobidlni latky pti dlouhodobém uzivani v praxi. Testy se musi
provadét v provoznich podminkach na farmach, kde se doplilkkova latka uzivala
pravideln¢ béhem co mozna nejdelsi doby. Jako testované organismy musi byt zvoleny
bézné stfevni bakterie a vybér musi zahrnovat pfislusné endogenni a exogenni
grampositivni a gramnegativni organismy.

Je-li z testl vidét zména profilu rezistence v porovnani k po¢ate¢nimu stavu, pak
musi byt na rezistentnich bakteriich testovana ktizova rezistence vici odpovidajicim
antibiotikim uzivanych pfi 1é¢eni infekénich nemoci u ¢lovéka i u zvitat. Nejdilezit&jsi
jsou antibiotika pattici do stejné skupiny jako doplikova latka, avSak test musi
zahrnovat 1 dal$i skupiny antibiotik.

Musi byt uvedeny i vysledky piislusnych monitorovacich programd.



6.5. Bezpecnost

Musi byt ptedlozen dikaz, ze za soucasné¢ho stavu znalosti dopliikova latka
zistava bezpe¢na pro cilové druhy, spotiebitele, osoby s ni zachazejici a Zivotni
prosttedi za povolenych podminek wuzitii Musi byt ptedlozena aktualizovana
dokumentace o bezpecnosti za obdobi od povoleni dopliikové latky pro uvedeni do
ob&hu nebo od posledniho obnoveni povoleni, a musi v ni byt uvedeny tyto informace:

- zpravy o nezddoucich ucincich, v¢etné neocekavanych (do té doby neznamé
ucinky, zavazné uc¢inky vseho druhu, zvySeny vyskyt zndmych a¢inki), u cilovych
zvitat , osob s latkou zachazejicich a zivotniho prosttedi. Zprava o nezadoucim acinku
musi obsahovat povahu ucinku, pocet ovlivnénych individui/organismi, vysledek,
podminky uziti, posouzeni piicin,

- zpravy o interakcich do té doby nezndmych a kiizové kontaminaci,

- tdaje z monitorovani rezidui, kde je to tfeba,

- jakakoliv jind informace tykajici se bezpe¢nosti dopliikové latky

Nebudou-li dodany zadné dal$i informace o n¢kterém z té€chto faktorti, musi byt
piesné uvedeny divody, pro¢ tomu tak je.

7.

Novy zadatel zavisejici na prvnim povoleni dopliikové latky, které je vazano na osobu
odpovédnou za jeji uvedeni do ob&hu

Ponévadz posouzeni na zéklad¢ udaji dodanych pro prvotni povoleni miize byt
povazovano za spolehlivé, je nezbytné, aby dokumentace ptipravend pro ucely zadosti
splfiovala pouze uvedené pozadavky.

Pro tyto ucely l1ze dopliikovou latku povazovat za identickou, pokud kvalitativni
a kvantitativni sloZzeni a Cistota aktivnich i neaktivnich slozek je v zasad¢ totoZzna,
ptiprava je stejna a podminky uziti identické.

Pro tyto produkty obvykle nebude nezbytné opakovat zkousky farmakologické,
toxikologické a ucinnosti a je mozné¢ podat zkracenou zadost. Tato Zadost musi
obsahovat expertni zpravy.

- Musi byt ptedlozeny uplné podklady dle bodu 3 a monografie.

- Musi byt uvedeny udaje ukazujici, Ze specificka tada fyzikalnich a chemickych
vlastnosti dopliikové latky se zasadné shoduji s vlastnostmi vyrabéného produktu.

- Musi byt potvrzeno, Ze nové védecké znalosti obsazené v dostupné literatuie tykajici
se doplikové latky nezménily pivodni posouzeni u¢innosti od doby povoleni originalni

dopliikové latky pro uvedeni do ob&hu.

- Zvlastni pozornost musi byt veénovana piipadnému rozvoji rezistence na



antimikrobidlni latky pii dlouhodobém uzivani aktivni latky v praxi. Testy se musi
provadét v provoznich podminkach na farméch, kde se aktivni latka uzivala pravidelné
béhem co mozné nejdelsi doby. Jako testované organismy musi byt zvoleny bézné
sttevni bakterie a vybér musi zahrnovat ptislusné endogenni a exogenni grampozitivni
a gramnegativni organismy.

- Jestlize testy ukazuji na zménu profilu rezistence v porovnani k pocate¢nimu stavu,
pak musi byt na rezistentnich bakteriich testovana kitizova rezistence Vvuci
odpovidajicim antibiotikim uzivanym pfi 1é¢eni infek¢nich nemoci u ¢lovéka i u zvirat.
Nejdualezit€jsi jsou antibiotika patiici do stejné skupiny jako dopliikové latka, avSak test
musi zahrnovat i dal$i skupiny antibiotik.

- Musi byt podan dikaz, ze za souCasného stavu védeckych znalosti uvedenych
v dostupné literatuie je dopliitkova latka za schvalenych podminek i nadale bezpecna pro
cilové druhy, spottebitele, osoby s ni zachazejici a Zivotni prostiedi.

- Ochrann4 lhlita musi byt stanovena v souladu s max. limitem rezidui (MLR).

1) Vazana rezidua se rovnaji rezidualni frakei v tkani, ktera neni extrahovatelna fyzikalné chemickymi
nebo biologickymi prostiedky. Jsou vysledkem kovalentniho spojeni metabolitu slouceniny
s buné¢nymi makromolekulami.

2) Cilova tkan je pozivatelna tkan vybrana pro monitorovani véech rezidui u cilového zvifete.

3) Pro stanoveni ochranné lhuty je minimalni navrhovany pocet zdravychm zvitat, z nichz budou
odebrany vzorky piikazdé porazce nebo v casovém useku, tento:

- dojnice osm, v¢etné zvifat v druhé a dalSich laktaci (Styfi zvifata s vysokou uzitkovosti na pocatku
laktace a Ctyti se slabou uzitkovosti v posledni fazi laktace),

- ostatni velka zvirata: ¢tyfi v jednom vzorku,

- drbez: Sest v jednom vzorku,

- snaskova drubez: deset vajec v kazdém bodu mereni,
- ryby: deset v jednom vzorku.

4) Navrhovany vypocet : [S00g masa (slozeného ze 300 g svala, 100 g jater, 50 g ledvin, 50 g tuku) nebo
500 g dribeze (slozené ze 300 g svali, 100 g jater, 10 g ledvin, 90 g tuku) nebo 300 g ryb] + 1500 g
mléka + 100 g vajec.

5) Pokyny OECD pro testovani chemikalii



CastI1. B
Biologické zkouSeni mikroorganizmi a enzymu

Pro mikroorganizmy a enzymy plati ¢ast I.A a nésledujici dopliiky a zmény:

Aktivni substanci miize byt pouze mikroorganizmus nebo enzymaticky preparat
chemicky stanovitelny.

2.
Identita, vlastnosti a podminky uziti dopliikové l4tky; kontrolni metody

2.1. Specifikace tykajici se aktivni substance
U mikroorganizmi se uvede:

nazev a taxonomicky popis podle mezindrodniho nomenklatorického kodexu. K
determinaci mohou byt pouzity jiné mezinarodn¢ uznavané klasifika¢ni ptirucky, napt.
Bergey s Manual of Systematic Bacteriology, The Yeasts, a taxonomic study (Lodder a
Kreger van Rijn, Ainsworth and Bisbyomegas Dictionary of the Fungi (Hawksworth,
Sutton a Ainsworth), the Genus Aspergillus (Raper a Fennel);

nazev a misto sbirek kultur schvéalenych mezinarodnim deposi¢nim organem v
tomto oboru. U deponovaného kmene se uvede sbirkové ¢islo, genové upravy a vSechny
dalezit¢ identifikatni znaky. Daéle se uvede : pilivod, ptislusné morfologické a
fyziologické vlastnosti, vyvojova stadia, zavazné faktory tykajici se biologické aktivity
jako dopliikové latky a jiné genetické identifikacni udaje. Pocet jednotek tvoticich
kolonie (CFU) na 1 gram.

U enzymd se uvede:

oznaceni podle hlavnich enzymovych aktivit ve smyslu pozadavka IUB/IUPAC,
European Inventory of Existing Commercial Substances (EINECS) a CAS Number;

biologicky plivod (u mikrobidlniho plvodu: nazev a misto sbirky kultur
schvalené mezinarodnim depozitnim orgdnem, ve které je kmen pod ptislusSnym &islem
ptechovavan, dale se uvedou genové upravy a viechny dilezité identifikacni vlastnosti,
a to veetné genetickych udaji), aktivity tykajici se chemicky ¢istych modelovych
substratd a dal$i fyzikalni a chemické vlastnosti.

Ve vSech ptipadech musi byt ptipojena kopie o piijmu deponovaného
mikroorganizmu ozna¢eného ndzvem a taxonomickym popisem podle mezinarodnich
nomenklaturnich pravidel.

2.2. Dulezité vlastnosti
U mikroorganizmt: zdvazné identifika¢ni vlastnosti a ptedpokladané vyuziti, naptiklad
vegetativni nebo sporulujici forma, CFU na 1 gram.



U enzymi: optimélni hodnoty pH, optimélni teplota (-y) a dal$i vhodné
vlastnosti.

2.3. Stabilita
U mikroorganizmi: pokles biologické aktivity (napf. Zivotnost).

U enzymovych ptipravkl: podrobnosti o ptitomnosti neo¢ekdvanych reakénich
produktli vznikajicich pfi enzymovych ¢i chemickych reakcich enzymového piipravku
pti skladovani krmnych smési.

2.4. Ostatni dulezit€ vlastnosti
U mikroorganizmii a enzymi vyhodnoceni odolnosti k poklesu nebo ztrat¢ biologické
ucinnosti v travicim traktu (in vivo) nebo za modelovych podminek (in vitro).

2.5. Navrzené¢ davkovani v premixech a krmnych smésich se vyjadiuje v:
ptislusnych jednotkach biologické aktivity, napt. v CFU na gram produktu u
mikroorganizmu nebo v jednotkach u¢innosti u enzymovych ptipravki.

2.6. Kontrolni metody
U mikroorganizmii  oficidlni metody detekce, vyhodnocovani, identifikace
a odpovidajici trzni ukazatele.
3.
Zkousky tykajici se uCinnosti doplitkové latky

3.1. U mikroorganizm@i vznik kiizové kontaminace s mikroorganizmy
ptitomnymi v krmivu.

4.
Zkousky tykajici se bezpecnosti uziti doplitkové latky

Pro mikroorganizmy a enzymy nejsou zavazné testy: akutni toxicity,
subchronické toxicity (u enzymovych ptipravki mikrobidlniho pavodu stali test
peroralniho toxicity na hlodavcich v délce 90 dni), chronické toxicity a karcinogenity.

4.1. U téch organizmi, které jsou rezistentni vic¢i 1é¢ebnym antibiotikiim nutno
objasnit geneticky zaklad rezistence.

4.2. Pokud je aktivni substanci mikroorganizmus, je nutno stanovit, je-li
rezistentni k antibiotikim.

4.3. Pokud aktivni substanci (napf. enzymové piipravky) vytvaii
mikroorganizmus, je nutno stanovit odpovidajici poc¢et Zivych mikroorganizmd.

4.4. U enzymovych ptipravkid, izolovanych z mikroorganizmi, se bézné
pozaduji nasledujici testy:
a) test genovych mutaci bakterii,



b) test chromozomalnich aberaci (pfednostné in vitro).

Pokud mozno, maji se toxikologické testy uskuteciiovat s pouzitim Sarze
ptecisténého findlniho fermenta¢niho produktu, a to pted ptfidanim nosicu, fedidel nebo
jinych latek.

Zavazn¢ se uskute¢iuji v souladu se vSemi metodickymi postupy uznavanych
mezinarodnich v&deckych ustavii. Ulinky latek bilkovinné povahy nebo aktivit
enzymovych ptipravkd, sledované na bunééné Urovni, zvIast¢ testy in vitro, lze
vyhodnocovat modifikovanymi standardnimi metodami. Tyto odchylky lze ptijmout
tehdy, pokud jsou podlozeny odpovidajicimi argumenty.

Pti testaci se maji objasnit nespecifické toxické reakce a prokazat genotoxické
ucinky. Zobecnéné specifikace a skupinovy test umoznuji v produktu stanovit
spolehlivé definované a specifické toxiny 1 neznamé toxické slouceniny.

Toxikologickd zprava musi obsahovat vyCerpavajici dokumentaci. Testy se
provedou s materiadlem, jehoZ charakteristiky, jako komeréniho ptipravku, jsou popsany
v technologické ¢asti dokumentace.



