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Shrnuti

Byla provedena analyza environmetélnich rizik dle pokynt EMEA/CVMP/ERA/418282/2005,
CVMP/VICH/592/98 a CVMP/VICH/790/03. Jako vstupni data byly vyuzity informace
publikované v odborné védecké literatuie a celosvétovych chemickych a toxikologickych
databazich. V ramci této studie byly vypocteny piredpokladané koncentrace ucinné latky
ptipravku "DOXYLEK" Mix 100 premix ad us. vet.v ptidnim a vodnim prosttedi (PEC), rizikové
kvocienty (RQ) pro jednotlivé kategorie zvitat a trofické urovné ptidy a vodniho prostiedi.

U vétsiny sledovanych trofickych trrovni byl pro doxycyclin RQ <1 (fasy, dafnie,
mikroorganismy, zZizaly). Ve studiich s rostlinami byla pozorovana mala toxicita a nebyly viibec
dosazeny hodnoty EC50 ani v nejvyssich testovanych koncentracich. Odvozeni PNEC hodnoty
proto vychéazelo z NOEC parametri (No Observed Effect Concentration). Ackoliv byly pii tomto
konzervativnim ptistupu prekroceny hodnoty RQ>1, lze konstatovat nizké riziko vzhledem k
velmi malé toxicit¢ doxycyclinu v experimentalnich studiich.
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Definice cili analyzy

Dle legislativy EMEA/CVMP/ERA/418282/2005, CVMP/VICH/592/98 a CVMP/VICH/790/03
je hodnocen dopad ptipravku "DOXYLEK" Mix 100 premix ad us. vet. na Zivotni prostfedi pro
aktivni latku v pfipravku - v naSem ptipad¢ doxycyclinu.

- vypracovani literarniho pfehledu o ekotoxikologickych ucincich aktivni latky
(doxycyclinu) obsazené v ptipravku "DOXYLEK" Mix 100 premix ad us. vet.

- kalkulace parametrii potfebnych pro zhodnoceni zatizeni Zivotniho prostiedi:

a) predpokladana koncentrace G¢inné latky v Zivotnim prostfedi pro padu podzemni a
povrchovou vodu u kazdé kategorie zvitat - Predicted Environmental Concentration-
PECsoil; PECgroundwatera PECsurfacewater

b) piedpokladana koncentrace latky v zivotnim prostiedi, ktera nezplisobuje zadny efekt na
sledovanych trofickych trovnich v ptid€ a vod¢ - Predicted No Effect Concetration -
PNEC

¢) rizikovy kvocient pro jednotlivé trofické urovné v ptdé i vodé a kazdou kategorii zvifat -
risk quocient - RQ

- posouzeni vlivu a zatizeni aktivni latky (doxycyclinu) na zivotni prostfedi

Metodika

V ramci této zpravy byly potiebné informace o fyzikalné-chemickych vlastnostech u¢inné latky
vyhledavany v mezinarodnich chemickych a toxikologickych databazich (konkrétni odkazy jsou
uvedeny v literatuie):

TOXNET — Toxicology Data Network

HSDB - Hazardous Substances Data Bank

ASTDR - Agency for Toxic Substances and Disease Registry

NTP — National Toxicology Program

NIOSH - ICSC database (International Chemical Safety Cards)

Scorecard - The Pollution Information Site

PubMed - National Center for Biotechnology Information & U.S. National Library of Medicine
PubChem - National Center for Biotechnology Information

DrugBank database - knowledgebase for drugs, drug actions and drug targets

Veskeré ekotoxikologické informace o tc¢incich doxycyclinu na necilové organismy a také o jeho
osudu v prostfedi byly vyhledavéany a Cerpany z celosvétovych databazi védeckych clanku:

Web of Science
Science Direct
SCOPUS



Identifikace pripravku

"DOXYLEK" Mix 100 premix ad us. vet.

Pripravek obsahuje v 1000 g:

Doxycyclini (ut hyclas) 100,0 g

Ethylcellulosum, Zinci stearas, Acidum stearicum, Monodiglycerida, Butylhydroxytoluenum,
Alcohol stearylicus, Paraffinum liquidum, Maydis farina

Cilové druhy zvirat:
Prase

Podavané mnozstvi a zpiisob podani

Piipravek "DOXYLEK" Mix 100 premix ad us. vet. se podavava dobie zamichan v krmivu tak,
aby denni pfijem ptipravku v krmné davce obsahoval 10 mg/kg z.hm.

prasat. Doporucuje se davka 2000 — 3000 g na 1000 kg kone¢ného krmiva, kdy je nutno
zohlednit mnozstvi denniho pfijmu krmiva a zivé hmotnosti zvifat.

Lécba se opakuje po dobu péti dntl.

Hodnoceni zatiZeni Zivotniho prostiedi

A) Fyzikalné — chemické vilastnosti potiebné pro vypocty

Vlastnosti doxycyclin Zdroj

CAS cislo 564-25-0 DrugBank
Molekulovad hmotnost (g/mol) 444,45 DrugBank
Rozpustnost ve vod¢ (mg/l) 630 DrugBank

Koc (dm’/kg)’ 27,792 (Park and Choi, 2008)
Tenze par (Pa)’ 1,207 *° (Park and Choi, 2008)

B) Sumarizace dostupnych informaci o ekotoxicité doxycyclinu

Pro hodnoceni zatizeni vodniho prostiedi dle pokynit EMEA/CVMP/ERA/418282/2005,
CVMP/VICH/592/98 a CVMP/VICH/790/03 je potiebné znat hodnotu ECs, (koncentrace, ktera
zpusobuje 50% ucinek na testovanych organismech) u uréenych organismi. V nasledujicich
tabulkach jsou uvedeny hodnoty pro pozadované skupiny organismt, které byly ¢erpany z
védeckych publikaci. Vétsina dostupnych studii popisuje koncentrace, na kterych t¢inek
nepozorovali (NOEC- No Observed Effect Concentration), coz predpoklada, ze samotna ECsg

nebyla v soucasné literatufe dosud dokumentovana a bude pro testovany organismus vys$si nez je
NOEC.

' Nenalezena hodnota pro doxycyclin, v tabulce uvedeny hodnoty pro oxytetracyclin, i pro vypoéty PEC groundwater
pouzity hodnoty pro oxytetracyclin (strukturalné velice podobny doxycyclinu - jedna OH skupina substituovana
navic oproti doxycyclinu)



Akvatické prostiredi

Studie provedené na fasach (eukaryotni organismus)

Parametr Koncentrace | Doba expozice Testovany organismus | Zdroj

EC 15,2 mg/l 48hodin Chlorella vulgaris (Fernandez et al., 2004)
50

ECs, 1,30 pM? 35 dni Zelené tasy (Wilson et al., 2004)

Studie provedené na sinicich (

rokaryotni organismus)

Parametr Koncentrace | Doba expozice | Testovany organismus | Zdroj
ECso 0,95 uM? 7dni Sinice-fytoplankton (Wilson et al., 2004)
ECs 1,93 pM? 35 dni Sinice-fytoplankton (Wilson et al., 2004)

Studie provedené na korysich

Parametr Koncentrace | Doba expozice | Testovany organismus | Zdroj

ECs 156 mg/1 48h Daphnia magna (Fernandez et al., 2004)
ECs 0,28 },LM2 7 dni Cladocera-perloocky (Wilson et al., 2004)
ECs 0,18 pM? 35 dni Cladocera-perloocky (Wilson et al., 2004)

Studie provedené na vodnich rostlinach

Parametr Koncentrace | Doba expozice | Testovany organismus | 74,

NOEC ristu 300 pg/l 7dni Lemna gibba (Brain et al., 2004)
EC50-délka 0,42 pmol/’ | 35dni Myriophylum sibiricum | (Brain et al., 2005)
kotene

EC50 - mnozstvi | 0,12 umol/l® | 35dni Myriophylum sibiricum | (Brain et al., 2005)
suSiny

Studie provedené na rybach

Parametr

Koncentrace

Doba expozice

Testovany organismus

Zdroj

NOEC

50 mg/1

96h

Danio rerio

(Fernandez et al., 2004)

Studie provedené na ostatnich

vodnich organismech

Parametr Koncentrace | Doba expozice | Testovany organismus | Zdroj
ECs 2.69 uM? 7 dni Rotifera-virnici (Wilson et al., 2004)
ECs 0,52 uM2 35 dni Rotifera-virnici (Wilson et al., 2004)

Terestrické prostiredi

Studie provedené na pudnich mikroorganismech

Parametr Koncentrace | Doba expozice | Testovany organismus | Zdroj

1C50 45 mg/l 21 dni Mikroorganismy- (Fernandez et al., 2004)
fosfatazova aktivita

NOEC 3772 mg/l 21 dni Mikroorganismy- (Fernandez et al., 2004)
dehydrogenazova
aktivita

? Vliv smési 4 tetracyclinovych antibiotik (oxytetracyclin, chlortetracyclin, tetracyclin a doxyeyelin) na sloZeni a
¢etnost jednotlivych druhd, expozice v mikrokosmech.

? Vliv smési 4 tetracyclinovych antibiotik (oxytetracyclin, chlortetracyclin, tetracyclin a doxyeyelin), na délku
kotene, mnozstvi susiny u vodnich rostlin (macrofyt) Lemna gibba a Myriophyllum sibiricum



Studie provedené na rostlinach

Parametr Koncentrace | Doba expozice Testovany organismus | Zdroj

NOEC >1000 pg/l 14, 21, 28dni Daucus carota (Hillis et al., 2008)
NOEC >3772 mg/1 21dni Triticum aestivum (Fernandez et al., 2004)
NOEC >3772 mg/1 21dni Vicia sativa (Fernandez et al., 2004)

Studie provedené na zizalach

Parametr

Koncentrace

Doba expozice

Testovany organismus

Zdroj

NOEC

>1000 pg/l

21dni

Eisenia foetida

(Fernandez et al., 2004)

Studie provedené na ostatnich terestrickych organismech

Parametr

Koncentrace

Doba expozice

Testovany organismus

Zdroj

EC50 - délka hyf

45 pg/l'*

28dni

Glomus intraradices

(Hillis et al., 2008)

IC50- inhibice 275 ug/l* 14dni Glomus intraradices (Hillis et al., 2008)
sporulace
Vypocet PEC,;

Hodnota PEC,,; (Predicted Environmental Concentration pro plidu) je vypocitana dle nasledujici

rovnice (EMEA/CVMP/ERA/418282/2005 s.11/65, vzorec €.1):

PECsoil-initial (llg/ kg) = (

DxAdxBWxPx170xFh

1500x10000x0,05xNyxH
Vysvétlujici pojmy jsou zachovany v ptivodnim jazyce (angli¢ting) pro vylou¢eni moznych chyb

jxl 000

v prekladu.

Symbol | Popis Odpovidajici hodnota

D Daily dose of active ingredient (mg/kg b.w.) Doxycyclin 10 mg/kg

Ad Numer of days of treatment 5 days

BW Animal body weight (kg) weaner pig(12,5)
fattening pig (65)
sow with liter (240)

P Animal turnover rate per place per year (place™. y) weaner pig(6,9)
fattening pig (3)
sow with liter (1)

170 EU Nitrogen spreading limit (kg N/ha)

Fh Fraction of herd treatment 1

1500 Bulk density of dry soil (kg/m")

10000 | Area of 1 hectare (m°/ha)

0,05 Depth of penetration into soil (m)

Ny Nitrogen produced in one year per place(kg weaner pig (2,25)

N/place/year) fattening pig (7,5)

sow with liter (26)

H Housing factor either 1 for animals housed throughout | weaner pig (1)

the year or 0,5 for animals housed for only 6 months fattening pig (1)

sow with liter (1)

1000 Conversion factor (1000 pg/mg)

* Studie zam&fena na vliv doxycyclinu na mykorrhizu- sledované parametry byly délka hyf a sporulace houby

Glomus intraradices




Konkrétni hodnoty PEC,; dle typu chovaného zvitete:

Typ zvirete PEC;,i vypocet Hodnota (ng/kg)

Selata (weaner pig) 10x5x12,5x6,9x170x1 j’d 000 434,44
1500x10000x0,05x2,25x1

Prasata na vykrm (fattening pig) 10x5x65x3x170x1 294,67
1500x10000x0,05x7,5x1])d 000

Prasnice (sow with liter) 10x5x240x1x170x1 104,62
1500x10000x0,05x26x1])d 000

Zavery z vypoctu PEC,;

Predpokladané koncentrace ptipravku "Doxylék" Mix 100 premix ad us. vet. v pudé je vétsi nez
100 pg/kg pro aktivni slozku - doxycyclin - u vSech typt zvitat. Z téchto diivodii se predpoklada
vstup této latky i do vodniho prostfedi a je tudiz potfeba vypocitat predpokladané koncentrace
doxycyclinu (PEC) ve vodach u kazdé kategorie zvifat.

V ptipadé davkovani pfipravku u kategorie prasnic - vypocet PECgi prekrocil velmi mirné
(104,62 ng/kg) normou stanovenou hranici 100 pg/kg, tudiz nepiredpokladame vyrazny vstup do
vodniho prostiedi.



VJ5POC"'et P E Cgroundwater a P E Csurfacewater

Hodnota PECgroundwater (predicted environmental concentration pro vodu) je vypocitana dle
nasledujici rovnice (EMEA/CVMP/ERA/418282/2005 s.37/65, vzorec ¢.31-35):

PECgroundwater (llg/ l) = PECporewater

PECgroundwater (llg/ l) =

Ksoi] -water — (Fal‘}"soiDCKair - water) + Fwatersoi + (FSOlidcoilx

PE CmiDCRH Osm'l
Ksoit = warerxx1000

soil

Kp XRHOsoiia
00

VPxMW

Kair - water —

SOLxRxTEMP

Kpsoi] = FocsoixKoc

Vysvétlujici pojmy jsou zachovéany v ptivodnim jazyce (anglictin€) pro vylou¢eni moznych chyb

v prekladu.
Symbol Popis Odpovidajici
hodnota

PECrounawater | Predicted environmental concentration in groundwater

(ug/)
RHO,,i Bulk density of fresh soil (kg/m") 1700
RHOqiiq Density of soil solids (kg/m3 ) 2500
Fair,,; Fraction air in soil (m3/m3) 0,2
Fwater; Fraction water in soil (m3 /m’ ) 0,2
Fsolidsi Fraction solids in soil (m3/m3) 0,6
Focgoi Weight fraction organic carbon in soil (kg/kg) 0,02
TEMP Temperature at air-water interface (K) 285
R Gas constant(Pa.m’/mol.K) 8,314
VP Vapour pressure (Pa)
MW Molecular mass (g/mol)
SOL Water solubility (mg/l)
Koil-water Partition coefficient solids and water in soil (v/v,

m’/m’)
Kpsoil Partition coefficient solids and water in soil (v/w, 1/kg)
Kair-water Partition coefficient air and water in soil (m3 /m° )
Koc Water-organic carbon distribution coefficient (1.kg)
PEC; PECsoiLinitial calculated based on a mixing depth of weaner pig (108,6)

20cm in soil (i.e. PECspiL-initiai/4) (ng/kg)

fattening pig (73,67)
sow with liter
(26,155)




Ksoil -water — (Fal'l"soz'ZXKair - water) + Fwatersoi + (FSOll.dsoi/x p(;(g XRHOsolidj =
(0.2x3.597+0.2+{ 0.6x 2228 x2500 | = 1,034

1000
Kair - warer = vexMw 1,207e-20x444,45 _ 3’59_24

SOLxRxTEMP 630x8,314x285
Kpsoil = FocsoixKoe = 0,02X27,792 = 0,556

Pro vypocet rizikového kvocientu se pouziva hodnota PEC pro povrchové vody. Tento parametr
se vypocitd z PEC pro podzemni vody (PECorewater= PECgroundwater) dle vzorce €.36
(EMEA/CVMP/ERA/418282/2005 s.38/65)

PECsurfacewater: PECporewater/ 3

Konkrétni hodnoty PECgoundwater a PECsurfacewater dle typu chovaného zvifete:

Typ zvirete PECswixRHOsi | Hodnota PECy facewater
PEC roundwater ) =
g dwat (ug ) Ksoil - Water.Xl OOO (ug/l)
Selata (weaner pi 59,52
( pig) 108,6x1700) _ 78.55
1,034x1000
Prasata na vykrm 73,67x1700 40,37
(fattening pig) danan |~ 12L12
gpig 1,034x1000
Prasnice (sow with liter) 26,155x1700 ) _ 43,00 14,33
1,034x1000 )

Zdvé'ry 3 v)5p05tu PECsmfacewater

Vypocitané hodnoty predpokladanych koncentraci v povrchovych vodach (PECsytacewater)
ptekracuji hodnotu 1 pg/l, kteréd je povazovana za bezpecnou a Zivotni prostiedi nezatézujici
(CVMP/VICH/592/98 - Faze I - otazka €. 11). Z tohoto divodu je nutno dolozit
ekotoxikologické informace o Ucincich této aktivni latky (doxycyclinu) na pozadované trofické
urovné (CVMP/VICH/790/03) a stanovit riziko zatéze (RQ) pro zivotni prostiedi.




Vypocet rizikovych kvocientii (RQ) pro necilové organismy piidniho a vodniho
prostiredi

Veskeré vypocty uvedené v tabulce jsou provedeny dle pokynti norem
EMEA/CVMP/ERA/418282/2005 a CVMP/VICH/790/03.

RQ =PEC/PNEC (pro ptudu se vychazi z PECgiinitial, pro vodni prostiedi se pouziva

PECsurfacewater)
PNEC = ECs5¢/AF (AF - je hodnotici faktor pro danou trofickou uroven, viz tab. 3 a 4 str. 14/39

CVMP/VICH/790/03)

Ptehled necilovych organismii, k nim odpovidajicich hodnot AF, PNEC a vypocitanych RQ
(rizikovych kvocienti1)

T’r oficlsa Organismus EC;5¢/NOEC AF PNEC RQ
uroven pg/l
weaner | fattening pig | sow
(selata) | (krmna (prasnice)
prasata)
fasy Chlorella vulgaris | 15,2 mg/I’ 100 152 0,3916 0,2656 0,0943
korysi Daphnia magna 156 mg/I° 1000 156 0,3815 0,2588 0,0919
ryby Danio rerio (>50 mg/I°) 1000 50 (1,1904) (0,8074) (0,2866)
rostliny Daucus carota (>1000 pg/1% 100 10 (5,9520) (4,0370) (1,4330)
rostliny Triticum aestivum | (>3772 mg/I’) 100 37720 | (0,0016) (0,0011) (0,0004)
rostliny Vicia sativa (>3772 mg/I’) 100 37720 | (0,0016) (0,0011) (0,0004)
mikroorganismy | microorganismy- 45 mg/I’ * 45000 0,0013 0,0009 0,0003
posphatase activity
Zizala FEisenia foetida (>1000 mg/I°) 10 100000 | (0,0006) (0,0004) (0,0001)

cvwr

koncentrace zptisobujici negativni ovlivnéni organismu v dané studii

** hodnoty v zadvorkéch () udavaji nejvyssi testované koncentrace v jednotlivych studiich, které
vSak nevykazaly zadné vyznamné efekty (tj. hodnoty NOEC) - nebylo dosazeno ECsj a do
vypoctl RQ (rovnéZ uvedeny v zavorkach) byly dosazovany pravé hodnoty NOEC.

> Fernandez, C., Alonso, C., Babin, M.M., Pro, J., Carbonell, G., and Tarazona, J.V. (2004) Ecotoxicological
assessment of doxycycline in aged pig manure using multispecies soil systems. Science of the Total Environment
323: 63-69.

% Hillis, D.G., Antunes, P., Sibley, P.K., Klironomos, J.N., and Solomon, K.R. (2008) Structural responses of Daucus
carota root-organ cultures and the arbuscular mycorrhizal fungus, Glomus intraradices, to 12 pharmaceuticals.
Chemosphere 73: 344-352.
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Zavéry z vypoctit RQ

Z vypoctu rizikovych kvocientl vyplyva, ze aktivni latka - doxycyclin - v ptipravku "Doxylék"
Mix 100 premix ad us. vet. neni rizikem pro akvatické organismy, v pfipad¢ testu s rybami byl
RQ>1, nicméné v testu nebylo dosazeno ECs, ale koncentrace nezpusobujici zadny tcinek —
NOEC, mizeme tedy predpokladat, ze uc¢inek vyvolavajici koncentrace bude vyssi. Proto
vypocteny RQ pro Danio rerio je pouze orientacni.

U terestrickych trofickych trovni rizikovy kvocient nepiekrocil hodnotu >1 v ptipadé
mikrobidlnich aktivit ani piidnich bezobratlych (zizala) ve vSech posuzovanych kategoriich
zvitat, pouze v ptipad¢ rostliny Daucus carota byl RQ >1, a to protoze ECsy nebylo v testu viibec
dosazeno - nejvyssi testovana koncentrace byla 1000 pg/l, ktera zddny efekt nezptisobila. Ve
studii s dal$imi druhy rostlin Triticum aestivum a Vicia sativa také nebylo dosazeno 50% Uc¢inku
doxycyclinu, ale zde byly rostliny exponovany jesté vyssim koncentracim kolem 3000 mg/l. Na
zéaklad¢ téchto dvou studii, mizeme opravnéné piedpokladat, ze hodnoty RQ budou i pro rostliny
(producenty) nizsi nez 1 (a to i v ptipad€ Daucus carota).

Osud doxycyclinu ve vodnim a pidnim prostiedi

Vstup do ptidniho prostiedi a pfima expozice terestrickych organismti doxycyclinu miize nastat
v ptipad¢, Ze je mrva pouzita k zemedélskym ucelim. V pribehu priichodu této aktivni latky
travicim traktem oSetfovaného zvitete dojde k metabolizaci asi 5-10% davky doxycyclinu,
kdezto zbyvajicich 90-95% je a vyluCovano moci a vykaly v nezménéné podobé ven. Destém a
splachy z ptid dochazi k transportu doxycyclinu do vody a tim dochézi k neptimé expozici
vodnich organismu,potvrzeno studiemi, ve kterych byl doxycyclin detekovan v povrchovych
vodach (Hirsch et al., 1999; Kemper, 2008).

Informace o pfeméné a degradacnich procesech doxycyclinu v ptidé a vodnim prostiedi jsou
omezené. Ve studii zabyvajici se vlivem doxycyclinu obsazené¢ho v prasec¢i mrveé popsali
rozmisténi a koncentrace doxycyclinu v ptidni vrstvé. Nejvyssi koncentrace byla dokumentovana
v horni ¢asti, pokud byl doxycyclin aplikovan v mrve, oproti tomu po aplikaci vodného roztoku
doslo k homogennimu rozptyleni doxycyclinu v celé vrstvé ptidy (Fernandez et al., 2004).
Dokonce osud latek v ptidé byl ovlivnén po aplikaci mrvy obsahujici doxycyclin (Van den Brink
et al., 2005). Silna sorpce na Castice byla prokazana u doxycyclinu i tetracyklinu a také
biologicka degradace hraje velkou roli v degradacnich procesech (Wu et al., 2009).

Polocas rozpadu doxycyclinu ve vodném prostiedi se pohybuje kolem 1 dne (Sanderson et al.,
2005).

Zavéry

Na zakladé literarnich udajt a nasledné vypocitanych rizikovych kvocienta je doxycyclin
bezpecny pro sledované trofické urovné u vSech kategorii zvitat.
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