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Účinnost od 1.12.2011

Souhrn 
Revidovaný pokyn o prokazování bezpečnosti u cílových druhů zvířat a účinnosti veterinárních léčivých přípravků určených pro použití u ryb chovaných na farmách poskytuje nejnovější doplněné poučení o předklinických a klinických aspektech postupu hodnocení pro ty, kdo žádají o registraci takových přípravků.
Toto přepracované vydání nahrazuje současný pokyn „Účinnost veterinárních léčivých přípravků pro použití u na farmách chovaných vodních druhů“ a bere v úvahu vývoj během posledních let a zpětnou vazbu získanou od uživatelů předchozího pokynu , který byl naposledy revidován v roce 1994. Revidovaný pokyn se zaměřuje pouze na ryby, jelikož jsou hlavními druhy drženými v Evropě v podmínkách farem.

1.Úvod (podklad)

Veterinární léčivé přípravky určené pro použití u ryb musí vyhovovat obvyklým požadavkům na registraci. Jedná se o dokumentaci prokazující jakost, bezpečnost pro konzumenta, uživatele a životní prostředí, účinnost a snášenlivost u cílových druhů.

Tento dokument dává speciální vodítko s ohledem na dokumentaci vyžadovanou k potvrzení účinnosti a snášenlivosti léčivých přípravků pro použití u ryb.

Naznačené postupy by měly být brány v úvahu při všech podáních, ale nemusí být použitelné pro všechny veterinární léčivé přípravky pro použití v akvakultuře. Jestliže určitá hlediska jsou modifikována nebo vynechána, musí být podáno zdůvodnění. 
Principielně se mohou jako dokumentace použít výsledky všech provedených hodnocení bez ohledu, kde se prováděla. Avšak žadatel musí brát v úvahu rozličné podmínky (např. klimatické, výskyt nemocí, teplotu vody a salinitu), jelikož mohou ovlivnit výsledek a tudíž použitelnost studií.

2. Rozsah
Cílem tohoto pokynu je poskytnout vodítko pokud jde o prokázání účinnosti a bezpečnosti u cílových druhů zvířat pro veterinární léčivé přípravky určené pro použití u ryb chovaných na farmách.
Imunologické veterinární léčivé přípravky jsou vyloučeny z rozsahu tohoto pokynu.

3. Právní podklad

Dokument musí být čten v souvislosti se směrnicí 2001/82/EC ve znění pozdějších předpisů. Žadatelé se rovněž musí zohlednit i ostatní relevantní evropské a VICH pokyny, včetně těch, které jsou jmenovány mezi odkazy na konci tohoto dokumentu.
4. Obecné úvahy
Žadateli se doporučuje standardizovat studijní protokoly a studijní zprávy tak dalece jak je to možné, aby se usnadnila srovnávání výsledků studií a možné extrapolace mezi odlišnými druhy ryb.
Jestliže je přípravek určen pro aplikaci v krmivu, musí se uvažovat a vyšetřovat možný dopad složení krmiva, je-li to vhodné. Složení krmiva a výrobní postup mohou ovlivnit léčebný přípravek s ohledem na fyzikálně-chemickou kompatibilitu. Ryby mají velmi výraznou chuť a čich. Aby se zajistilo, že ryby budou přijímat konečný přípravek, doporučuje se, aby se před klinickým hodnocením vyšetřila chutnost léčivé látky a pomocných látek, je-li to relevantní.
Úprava a peletování jsou hlavní faktory ovlivňující stabilitu během výroby medikovaných krmiv. Tyto procesy mohou vystavit medikované krmivo vysoké teplotě a tlakům, které mohou způsobit degradaci léčivých látek, pomocných látek nebo složek krmiva. Je třeba vzít v úvahu jsou homogenitu a oddělování těchto přípravků. Pro další informace je žadatel odkazován na CVMP Pokyn o dalších požadavcích na jakost veterinárních léčivých  přípravků podávaných v krmivu (premixy pro medikaci krmiv), viz seznam odkazů na konci tohoto pokynu.

Protože ryby jsou poikilotermní živočichové, termín „stupňodny“ se musí používat všude, kde je to relevantní.   
Různé druhy ryb chované na farmách jsou drženy v oblastech, kde se mohou teploty vody značně měnit během roku. Laboratorní studie se proto musí provádět tak, aby pokryly příslušný rozsah teplot. Když se plánují studie, musí se také brát v úvahu optimální teplota pro onemocnění. Normálně se musí studie provádět při dvou teplotách vody. Žadatel musí zdůvodnit výběr teploty (teplot) vody ve vztahu k druhu ryby/ přípravku/ indikaci. Výjimky z provedení studií při dvou rozdílných teplotách musí být žadatelem zdůvodněny.
Omezenější vyšetření mohou být přijatelná u sloučenin dříve registrovaných pro použití u jiných relevantních druhů. To je zpracováno v příslušných tématech (viz oddíly 5.4 a 6).

Když je to odůvodněné, mohou se použít údaje od jiných než vodních druhů jako podpůrné informace. 
Původ/ pozměnění genetiky experimentálních ryb je důležité k získání platných a reprodukovatelných výsledků a jakékoliv změny se musí určit. Všechny druhy ryb musí být identifikovány jejich názvem v národním jazyce následovaným v závorce názvem latinským nebo linnéovským binominálním názvem.
4.1. Zprávy studií
K usnadnění hodnocení dokumentace o účinnosti a bezpečnosti u cílových zvířat musí být všechny experimentální techniky popsány do takových podrobností, aby se umožnilo je reprodukovat. Zkoušející musí stanovit jejich validitu. Každé experimentální nebo terénní hodnocení a podmínky, za kterých se provádějí, musí být podrobně popsány. Musí být poskytnuty samostatné zprávy o všech hodnoceních, ať jsou výsledky příznivé či nikoli. Mohou se poskytnout adekvátní souhrny skupin hodnocení založené na stejných protokolech. 
 Žadatel je odkázán na „Guidelines for reporting the results of experiments on fish“ (Brattelid and Smith, 2000) pro podrobné poučení o obsahu studijní zprávy.
Aby se umožnilo náležité zhodnocení snášenlivosti u cílového zvířete, musí se nežádoucí účinky uvádět dostatečně podrobně. Musí být poskytnuto vysvětlení nespecifických mortalit a komentáře k jakýmkoliv abnormalitám fyzickým nebo v chování.
Pro klinické studie musí žadatel jasně uvést počátek a trvání vypuknutí závažných onemocnění. Tato informace umožní vyhodnocení údajů o současně se vyskytující mortalitě a potenciálním ohrožení statistické síly studie. Musí být podáno vysvětlení, ukazující jak údaje zůstávají být platné a vhodné pro daný účel.
4.2. Obecné uspořádání studie

Jelikož kvalita vody je důležitým prvkem pro udržování zdravých ryb a zajištění platných experimentálních výsledků, musí být parametry kvality vody jako teplota a salinita podrobně určeny.

Účinnost veterinárního léčivého přípravku se musí uvést jako funkce dávky, frekvence a trvání léčby. Kriteria použitá pro zhodnocení účinnosti v hodnoceních musí být předem určena. U potvrzujících klinických hodnocení musí být obecně identifikován jeden primární konečný výsledek účinnosti a jeden nebo více sekundárních konečných výsledků může být uvedeno. Primární konečné výsledky musí přesně odrážet zamýšlený prospěch přípravku. Výsledky musí být prezentovány způsobem, který je vhodný pro adekvátní statistické hodnocení. Klinická hodnocení musí pokrývat všechny vyžadované indikace a každá indikace musí být diskutována a uváděna samostatně. Statistické analýzy výsledků se musí provádět vždy, když je to relevantní. 
Žadatel musí zdůvodnit pozorovanou jednotku (např. jednotlivou rybu nebo klec) a počet odebraných vzorků při každém odběru vzorků. Velikosti vzorků musí být dostatečně velké a statisticky zdůvodněné a založené na klinicky relevantních konečných výsledcích.
Při studiích přípravků určených pro použití proti vodním jednohostitelským parazitům (např. parazitu Lepeophtherius salmonis /sea lice/ na lososech) se doporučuje odběr omezeného počtu ryb z mnoha klecí místo mnoha ryb z malého počtu klecí, aby se vzalo v úvahu shlukování, které se přirozeně vyskytuje u takových parazitů.
5. Preklinické studie
Cílem preklinických studií je charakterizovat léčivou látku/ lékovou formou buď aby se shromáždily závažné informace pro navrhování uspořádání klinických hodnocení, nebo aby se dokumentovalo, že klinické údaje získané dříve by mohly být použity pro novou lékovou formu, novou cestu podání nebo podání v novém prostředí s ohledem na teplotu nebo salinitu.
Když se rozhoduje, které preklinické studie jsou relevantní pro část 4 dokumentace, musí se vzít v úvahu mechanismus účinku (je-li znám) a cesta podání. Např. u ve vodě používaných přípravků působících přímo na ektoparazity, ani farmakodynamické nebo farmakokinetické parametry u cílových druhů zvířat nejsou relevantní z hlediska účinnosti. Je však důležité znát mechanismus účinku a účinné koncentrace pro parazita. Na druhé straně pro ektoparazitka podávaná perorálně, jsou farmakokinetické parametry u cílových druhů důležité, jelikož léčivá látka se potřebuje dostat do místa, kde je přítomná v dostatečných množstvích pro parazity (např. krev, tkáňové tekutiny nebo vrstva slizu).
Velká péče se musí věnovat, aby se zajistilo, že ryby dostanou určenou dávku. Pro studie jednotlivé dávky perorálně podávaných přípravků, se doporučuje podávat testovanou látku perorálně sondou přímo do žaludku. Pro studie opakovaného podávání premixů určených k medikaci pelet, jsou příklady kontrolovaných metod použitelných k hodnocením s malými a velkými počty testovaných ryb uvedeny níže:

Malý počet testovaných ryb:

Spočítejte počet pelet, před tím než se dají rybám. Po podání dávky spočítejte nesežraný počet pelet a potom vypočtěte průměrnou přijatou dávku.


Velký počet testovaných ryb:
Malé rentgenově husté skleněné korálky (ballotini) mohou být inkorporovány při výrobě pelet medikovaného krmiva pro hodnocení, při známé koncentraci korálků na peletu. To lze určit zrentgenováním pelet. Když je znám počet korálků na peletu, reprezentativní počet ryb se může zrentgenovat, aby se odhalil průměrný počet rybou spolknutých pelet. Je také možné užitím malých a velkých korálků, ob den, a tím odhalit kolik pelet bylo spolknuto dva po sobě jdoucí dny (Horsberg, Hoff a Nordomo, 1996).

5.1. Farmakodynamika

Musí být popsány farmakodynamické účinky, včetně mechanismu účinku léčivé látky/ek jako základ pro doporučené použití přípravku. V některých případech bude tato informace k dispozici v části dokumentace o bezpečnosti. Kde je to vhodné, měl by být učiněn křížový odkaz na část 3A.
Musí být předloženy všechny dostupné údaje (např. publikované odkazy), včetně údajů od jiných druhů, kde je to vhodné.

Pro antimikrobika se musí provádět mikrobiologické studie in vitro podle principů pokynu CVMP pro průkaz účinnosti veterinárních léčivých přípravků obsahujících antimikrobiální látky. Parametry studií musí být detailně uvedeny. Jmenovitě teplota a eventuálně salinita v mediu mohou ovlivnit hodnoty MIC a musí být uvedeny. Normálně se nevyžadují studie in vivo, aby se vyšetřil mechanismus účinku.
Pro antiparazitika by se mechanismus účinku mohl vyšetřovat in vitro podle standardních protokolů. Pro studie in vivo platí principy VICH GL7 (Efficacy requirements for anthelmintics: General requirements).

Jelikož jsou ryby poikilotermní, musí žadatel zdůvodnit výběr teplot, při kterých jsou studie in vivo prováděny, protože se dají očekávat významné účinky ve vztahu k teplotě. Kromě toho v případě topicky podávaných přípravků je nutné brát v úvahu další parametry kvality vody, jako jsou salinita, pH a tvrdost vody.
5.2. Farmakokinetika
Doporučuje se provádět farmakokinetické studie u ryb v souladu s principy uvedenými v pokynu CVMP pro provádění farmakokinetických studií u cílových druhů zvířat, pokud mohou být aplikovány na ryby. Tento pokyn popisuje všechny relevantní kroky u farmakokinetických studií, nehledě na druhy. Hlavní rozdíl u ryb je, že opakované vzorky od stejné ryby nemusí být možné. Tudíž mohou být nutné vzorky od rozdílných ryb v rozdílných časových bodech. Když se modelují výsledky, jsou všechny ryby užité k odběru vzorků považovány za jednu „mega-rybu“. Existují statistické metody na stanovení intervalů spolehlivosti pro farmakologické parametry, např. tzv.bootstraping (např. Nordgreen a kol., 2009)
Farmakokinetické studie se vyžadují pro část 3 ve všech případech, kde existuje potřeba dokumentovat depleční profil reziduí. Avšak žadateli se také důrazně doporučuje považovat farmakokinetiku za nástroj napomáhající omezení celkového množství klinických údajů – a tím počet potřebných ryb k testování.
V experimentálních studiích dokládajících systémovou farmakodynamiku nebo snášenlivost, zvýší farmakokinetické údaje zaznamenané v této studii celkové množství informací, jelikož účinky by potom mohly být spojovány také s expozicí než pouze s dávkou. Také ve studiích, kde není známa jednotlivá dávka (jako v případě perorální skupinové medikace) toto umožní odhad vztahu expozice/účinek na individuální úrovni.

Farmakokinetické údaje lze také využít pro překlenovací účely. Na příklad, jestliže klinické údaje jsou zaznamenány ve studii, kde je použita určitá léková forma, mohly by být tyto údaje také relevantní pro podporu terapeutické účinnosti jiné lékové formy za předpokladu, že existují srovnávací farmakokinetické údaje, které svědčí, že tyto dvě lékové formy jsou podobné, pokud jde o expozici.

O srovnávacích farmakokinetických studiích by se také mohlo uvažovat, aby se překlenuly údaje mezi rozdílnými prostředími, jako jsou rozdílná salinita nebo rozdílné teploty (vysoká a nízká mez přírodní odchylky).
5.2.1. Provedení testů
Farmakokinetické studie musí být prováděny za relevantních podmínek (např. salinita, teplota), jelikož farmakokinetické parametry jako jsou biologická dostupnost mohou být signifikantně ovlivněny takovými faktory.

Výběr uspořádání studie bude záviset na cílech studie. Jelikož je obtížné shromáždit vyčerpávající soubor údajů z jednotlivé ryby, používá se normálně analýza na skupinové úrovni. Standardní farmakokinetické parametry by mohly být vypočítány na základě údajů ze skupin zvířat usmrcených v rozdílných časových bodech.
Když jsou použity studie distribuce k podpoře účinnosti (např. látky, které pro účinek vyžadují distribuci do kůže nebo slizu), relevantní část 3 studií se musí plánovat se zřetelem na toto kombinované použití. Mohly by se použít buď standardní chemické analýzy nebo metody využívající látku značenou radioisotopem (jako je celotělová autoradiografie a scintilační počítání).
Odběr vzorků z malé skupiny může způsobit stress, např. snížený příjem potravy mezi zbývajícími kusy, který může ovlivnit výsledek studie. Musí se přijmout opatření, aby se stress omezil. Doporučuje se, aby velikost skupiny byla dost velká, aby se zabránilo stresování zbývajících ryb během všech procedur spojených s odběrem vzorků v průběhu studie. Žadatel musí zdůvodnit velikost skupiny vybrané pro každou studii.
5.3. Rezistence
Mechanismus a frekvence rezistence musí být diskutována včetně informací o možné transmisi. Musí být uvedena možná zkřížená rezistence k jiným farmakologicky účinným látkám používaným u ryb chovaných na farmách.

Pro ektoparaziticida, je-li to relevantní, musí být zahrnuty zkušenosti s vývojem antiparazitické rezistence. Když jsou dostupné, musí být zahrnuty i zkušenosti ve vztahu k vývoji rezistence také z jiných oblastí použití (např. jako pesticidy). 
5.4. Snášenlivost u cílových druhů

Bezpečnost u cílových zvířat musí být zjištěna u všech cílových druhů, vymezených zkoušejícím, pokud to není jinak zdůvodněno. Studie provedené u jednoho druhu ryb mohou být považovány za relevantní pro zhodnocení snášenlivost u druhého druhu ryb stejného rodu nebo taxonomické čeledi, za předpokladu, že jsou drženy ve stejných podmínkách životního prostředí. V takovém případě musí existovat podpůrné údaje o bezpečnosti z klinického hodnocení u druhého druhu. Může se například považovat za zbytečné provádět formální studie bezpečnosti u zvířat u pstruha, jestliže byly takové studie provedeny u jiných druhů lososovitých a jestliže jsou k dispozici podpůrné údaje z klinických studií u pstruha.
Pomocné látky normálně používané ve farmaceutických přípravcích pro suchozemská zvířata nemusí být dobře snášeny druhy žijícími ve vodě. Musí být určena bezpečnost pomocných látek a zdůvodněn nedostatek příslušných údajů.
Je důležité brát v úvahu možné nežádoucí účinky na vývoj (malformace), jestliže se medikace používá u mladých ryb (embrya, larvy a juvenilní ryby), a kde tyto přípravky mohou snadno interferovat s růstem. Je důležité ukázat rozsah velikostí a hmotností ryb, které jsou vybírány pro hodnocení, jelikož stejná léčba nemusí mít stejný účinek u rozdílných velikostí ryb.
Studie snášenlivosti opakovaných dávek jsou relevantní pouze pro přípravky určené pro aplikaci opakované dávky.

Následující body platí pro všechny studie bezpečnosti u cílových zvířat:

5.4.1. Zkoušený přípravek

Doporučuje se používat konečnou lékovou formu léčivého přípravku. Kde se léková forma použitá ve studiích liší od konečné komerční lékové formy, musí žadatel prokázat, že biologická dostupnost této lékové formy je stejná. Látky aplikované sondou přímo do žaludku musí mít vhodnou lékovou formu, např. roztok, suspenze, tobolka nebo v krmivu. Všechny lékové formy použité při testech musí být kvantitativně analyzovány na koncentraci léčivé látky před začátkem hodnocení.
5.4.2. Negativní kontrolní skupiny

Studie s medikací v krmivu musí být prováděny s medikovanou skupinou (nejlépe s použitím konečné lékové formy zkoušeného přípravku), a neléčenou skupinou „na samotném krmivu“.

Při všech zkouškách musí být zkoušený přípravek a placebo aplikovány stejným způsobem jak se zamýšlí u konečného přípravku. S neléčenými kontrolami se musí zacházet identicky jako s léčenými rybami.
Při jiných studiích než s medikací v krmivu, musí být kontrolní látka buď fyziologický roztok, nebo vehikulum (hotový přípravek bez léčivé látky). Žadatel musí zdůvodnit výběr kontrolní látky, berouc v úvahu, že pomocné látky mohou mít nějaké vlastní účinky.
5.4.3. Držení
Ryby, které mají být testovány, musí být v normálním fyziologickém stavu a musí být dobře krmeny během dvou týdnů aklimatizace. Rozdělení ryb do skupin se musí udělat náhodně den před aplikací zkoušeného přípravku použitím vhodné metody. Aby se omezil stress způsobený manipulací s rybami a také z praktických důvodů, bylo by akceptovatelné rozdělit ryby a/nebo označit skupiny ryb bezprostředně nebo během aplikace zkoušeného přípravku, je-li to odůvodněno.
Aklimatizace není použitelná u embryonálních stadií.

Doporučují se následující podmínky expozice:

Hustota osazení:

Polostatický test:


Aplikace ve vodě: max. 1 g ryb/ litr vody



Aplikace perorální: max. 5 g ryb/ litr vody



Aplikace parenterální: max. 5 g ryb/ litr vody


Průtok:



Je přijatelné vyšší zatížení


Velikost skupiny a počet:
Počty ryb ve skupině musí být zdůvodněny a nesmí být menší než 10 s minimem 2 nádrže na dávku a 2 kontrolní nádrže.

Velikost ryb:



Doporučuje se použít ryby nejcitlivější kategorie, pro kterou je přípravek určen (velikost/ věk a fyziologický stav).
5.4.4. Histopatologická vyšetření po pitvě a analýzy krve
Jako minimum musí být vyšetřeny makroskopicky a mikroskopicky tkáně ze všech ryb ze skupiny léčené nejvyšší dávkou a ze skupiny kontrolní. Kde se předpokládá, že toxicita zkoušeného přípravku je relativně vysoká, mohou být požadovány rozdílné systémy nekropsie, aby se zahrnuly makroskopická a mikroskopická vyšetření u všech ryb nebo u náhodně předem vybraných ryb. Jestliže se naleznou léze v jakékoli tkáni ze skupiny léčené nejvyšší dávkou, potom musí být vyšetřovány makroskopicky a mikroskopicky vzorky z ryb ze skupiny léčené druhou nejvyšší dávkou zkoušeného přípravku, dokud se nestanoví „úroveň žádných pozorovatelných nežádoucích účinků (NOEL)“. Kromě toho, tkáně ze všech ryb vykazujících systémové klinické příznaky, musí být vyšetřeny makroskopicky a mikroskopicky.
Pokud jde o laboratorní studie bezpečnosti u cílových zvířat, musí být provedena hematologická a chemická vyšetření  krve. Jestliže nejsou hematologické a chemické parametry v krvi ničím pozoruhodné u skupiny léčené nejvyšší dávkou, není nutné provádět vyšetření u skupin s nižšími aplikovanými dávkami.
Parametry vybrané pro testování musí být žadatelem zdůvodněny. U látek již schválených pro jiné druhy zvířat, rozhodnutí zda biochemie a hematologie se provedou, musí být založeno na předchozích nálezech u těchto jiných druhů. Žadatel musí do dokumentace zahrnout diskusi/zdůvodnění o rozhodnutí, zda biochemie je provedena a jestliže ano, které parametry jsou zvoleny pro testování.
5.4.5. Zdůvodnění dávky a trvání dávkování.
Žadatelem musí být zdůvodněn výběr hladin dávky a trvání expozice.

Vybrané hladiny musí být adekvátní pro prokázání dostatečné míry bezpečnosti veterinárního léčivého přípravku, když bude používán v podmínkách v terénu. To znamená, že výběr hladin dávkování musí být dostatečně vysoký, aby bral v úvahu skutečnost, že v praxi se budou vyskytovat rozličné stupně neúmyslného předávkování při podávání léčiva do vody nebo v krmivu.
Při studiích jednorázové dávky musí být testovány nejméně 3 úrovně dávky. Výběr hladin dávek musí být založen na navrhovaném terapeutickém dávkovacím režimu.

Při studiích opakované dávky výběr hladiny (hladin) dávkování a trvání období léčby musí být založeno na navrhovaném terapeutickém dávkovacím režimu a na výsledcích ze studií jednotlivé dávky.
5.4.6. Perorální aplikace
Musí být uvedeny podrobné záznamy o příjmu krmiva a průvodní denní dávce. 

U roztoků a suspenzí podávaných přímo sondou do žaludku musí být koncentrace léčivé látky adjustována tak, aby je-li to možné, se nepoužilo více než 0,5 g nebo ml testovaného přípravku na 100 g ryby, aby se dosáhlo požadované dávky. Tato doporučení maximálního dávkování jsou dávána žadateli jako rada o praktických omezeních dávkování u ryb. 
5.4.7. Podávání do vody
Ponořování a koupele jsou metody podání považované jako podání zprostředkované vodou.
Vodou zprostředkovaná léčba musí obvykle mít velmi širokou míru bezpečnosti v důsledku obtíží přesného dávkování/ odhadu objemu vody ve vodních náhonech nebo mořských klecích.
Trvání léčby se musí rovnat nebo být delší než navrhovaná doba léčby. Dávkování veterinárního léčivého přípravku  - podobně jako u savců – je funkce léčebné koncentrace a období expozice. U sedativ a anestetik pro použití u ryb je délka období expozice hlavní parametr dostupný pro úpravu během léčby.
5.4.8. Parenterální aplikace
Jak testovaný tak kontrolní přípravek musí být podávány injekčně. Stejný objem zkoušeného roztoku musí být nejlépe aplikován rybám jak v testované tak v kontrolní skupině. Rovněž musí být uveden maximální objem veterinárního léčebného přípravku podaného do jednoho místa injekčního podání a zhodnocení reakce v místě injekčního podání. 

V některých případech vyšetření méně než tří úrovní dávek by mohlo být zdůvodněno, jelikož existují praktická omezení objemu, který lze injikovat rybám. Kromě toho zkoušený roztok může mít omezenou rozpustnost, která omezuje maximální koncentraci v omezeném objemu. To může činit obtížným získat více než dvě úrovně dávky se signifikantním rozdílem.
6. Klinické studie
Hlavním účelem dokumentace účinnosti je dokázat terapeutickou hodnotu nového veterinárního léčivého přípravku pro na farmách chované ryby a definovat optimální dávku a režim dávkování.

Klinické zkoušky jsou vyžadovány pro každou navrhovanou indikaci a pro všechny cílové druhy, u kterých se prokazuje účinnost. U některých přípravků jako léčení zprostředkovaná vodou, která působí přímo na ektoparazity a která jsou nezávislá na farmakokinetice ryby, se nemusí klinické zkoušky u druhého druhu vyžadovat, jestliže klinické údaje získané pro hlavní rybí druh mohou být prokázané, že jsou relevantní pro druhý druh. V takových případech je nutné dostatečné ospravedlnění vynechání klinických studií spolu s dokumentací snášenlivosti u cílového zvířete. Všechny studie musí být provedeny za vhodných podmínek podle navržené metody používání přípravku. Studie například musí být prováděny při teplotě vody, ve které se přípravek pravděpodobně bude používat, berouc v úvahu odlišné klimatické podmínky v rámci společenství. Studie musí být zaslepené, pokud to není jinak zdůvodněné.
Normálně se budou vyžadovat údaje jak z laboratorních, tak z terénních hodnocení v plném rozsahu. Kde je to přiměřené, žadatel musí zdůvodnit nedostatek relevantních údajů.

Vynechání studií v terénu a předložení pouze čelenžních studií může být akceptováno, jestliže je žadatelem adekvátně ospravedlněno. Například v případě druhého druhu blízce příbuzného prvnímu druhu, pro kterého je účinnost přípravku plně dokumentována, mohou být čelenžní studie dostatečné, aby se také dokumentovala účinnost u druhého druhu.

Ve všech studiích se musí použít konečná léková forma nebo v podstatě podobná léková forma a být aplikovaná navrženou cestou podání. Když se použije podobná léková forma, musí se potvrdit bioekvivalence.

Klinická hodnocení musí zahrnovat kontrolní skupiny. Žadatel musí zdůvodnit výběr kontrolní skupiny (pozitivní nebo negativní). V případě použití pozitivní kontroly, musí být uspořádání studie zdůvodněno s ohledem na senzitivitu k detekování účinku nad úroveň placeba. Žadatel musí uvážit/ diskutovat všechny proměnné, které by mohly pozměnit výsledky a metody, které budou použity, aby se omezily/ vyhnulo se jim.
Ryby se musí odstranit z hodnocení, když projevují definitivní příznaky onemocnění a/ nebo když existuje na základě patologického nálezu potvrzení onemocnění v jednotce, kde jsou drženy, spíše než čekat až dojde k uhynutí. Pouze kde odstranění ryb vykazujících klinické příznaky by významně narušilo hodnotu údajů, musí být zvířata jevící takové příznaky ponechána v prostorách, kde jsou držena. Za všech okolností se musí používat humánní ukončení procesu.
Povaha a frekvence nežádoucích reakcí na léčivo se musí monitorovat a zaznamenávat.
Při perorální medikaci se musí zaznamenávat denní příjem medikovaného krmiva spolu s denní dávkou léčivé látky, je-li to možné. Premixy se musí podávat jako medikované krmivo připravené postupem doporučeným výrobcem, nejlépe použitím standardizovaného krmiva.

6.1. Laboratorní studie
Testovací podmínky mohou být kontrolovány a standardizovány v zařízeních na zemi nebo umístěných na moři. Experimentální zkoušky se musí provádět pro hlavní cílový druh.
Ryby, které budou zahrnuty do hodnocení, musí být podobného věku a velikosti, být vnímavé na dotyčnou nemoc a mít známý původ a zdravotní stav. Rozdělení ryb do skupin se musí dělat náhodně použitím vhodné metody.
Každá studie musí být uspořádána tak, aby umožnila vhodné statistické hodnocení. Musí se předložit analýzy velikosti vzorků. Signifikantní rozdíly by se mohly objevit mezi rozdílnými skupinami ryb, které jsou drženy v identických podmínkách kvůli skutečnosti, že jsou drženy v oddělených nádržích. Proto se vždy musí použít nejméně dvě skupiny držené za identických podmínek, ale v oddělených nádržích.

Musí se zdůvodnit parametry, které se budou zaznamenávat. Žadatel musí zdůvodnit metody statistického hodnocení.

Jestliže se použijí negativní kontroly: 






Studie s medikací v krmivu se musí provést s medikovanou skupinou (použitím zkoušeného přípravku) a s neošetřenou skupinou „na samotném krmivu“. Pro přípravky určené pro jiné cesty podání je obvykle dostatečná jedna negativní kontrolní skupina.

6.1.1. Čelenžní studie

Čelenžní modely (kohabitační, zprostředkované vodou, injekční) a jejich relevance k přirozeným podmínkám (doba čelenže/ doba láčení/ infekční tlak atd.) se musí diskutovat.

Testovaná zvířata nesmí být předem vystavena čelenžnímu organismu. Musí se podat specifické zdůvodnění pro použití testovaných zvířat, která byla předtím vystavena čelenžnímu organismu, jelikož taková expozice má potenciál pozměnit výsledky studie. Čelenžní organismus musí být kmen relevantní pro současnou situaci daného onemocnění a být izolován a charakterizován nejvhodnější metodou, nejlépe standardní metodou používanou národní referenční laboratoří, která musí být podrobně popsaná. Načasování a provedení čelenže a uspořádání studie musí být zkoušejícím zdůvodněné. Výsledky zavedení čelenžního organismu musí být oznámeny, založeny na počítání parazitů, mikrobiologických analýzách nebo jiných náležitých vyšetřeních. Jestliže je to vhodné musí se provést statistická analýza.
6.1.2. Hodnocení na stanovení dávky

Studie na stanovení dávky jsou normálně laboratorní hodnocení s nebo bez čelenže. Účelem těchto hodnocení je stanovit optimální dávku, interval dávkování a celkové období léčby pro požadované indikace. Integrací farmakokinetických a farmakodynamických údajů jako základu pro předběžnou selekci léčebné dávky by se mohla omezit potřeba rozsáhlejších studií jako jsou tradiční studie stanovení dávky. Odhadovaná dávka musí být potvrzena studiemi na potvrzení dávky. 
Musí se určit vztah dávka/ odpověď pro terapeutický účinek a, je-li to možné, také pro nežádoucí účinky. Hodnocení stanovení dávky se mohou provést jako terénní hodnocení. Údaje z dobře kontrolovaných experimentálních studií se preferují kdekoliv jsou dostupné relevantní modely, a terénní studie by mohly potom sloužit k potvrzení nálezů z kontrolovaných hodnocení. Konečná doporučení dávkování musí podporovat dokumentace prokazující, že dostatečná účinnost se získá v rámci příslušného rozmezí teploty.
Testy musí být provedeny v mořské vodě a sladké vodě, jestliže je to relevantní pro zamýšlené použití, pokud není doloženo, že farmakokinetika léčivé látky není ovlivněna salinitou.

V případě, že jsou k dispozici validované konečné výsledky/ modely, stanovení dávky by mohlo být provedeno pouze jako farmakokineticko/ farmakodynamické modelování. V těchto případech je důležité, že se vyšetřuje dostatečně rozsáhlé rozmezí expozice, což znamená, že se normálně musí vyšetřovat více než jedna úroveň dávky.
U antimikrobiálních látek by mohly být údaje o MIC použity s farmakokinetickými parametry k odhadu vhodné úrovně expozice.  Takové údaje by mohly být použity pro stanovení dávky za předpokladu, že použitý náhradní farmakokineticko/ farmakodynamický indikátor je adekvátně validován. Nutno dávat pozor, že tyto parametry se liší mezi antimikrobiálními látkami a bakteriemi, což značí nutnost zdůvodnit výběr parametru v každém případě. Farmakokinetické výsledky musí být získány z plazmy a pro výpočty se musí použít koncentrace volného (nevázaného na bílkoviny) podílu léčivé látky.

6.1.3. Hodnocení k potvrzení dávky
 Samostatná hodnocení k potvrzení dávky mohou být nahrazen terénními hodnoceními provedenými s konečnou lékovou formou veterinárního léčivého přípravku podaného doporučeným režimem dávkování.
6.2. Terénní studie
Rozsah terénních hodnocení má zajistit, že veterinární léčivý přípravek je účinný a bezpečný v rozmanitých podmínkách pro akvakultury, které se nalézají ve Společenství. Terénní studie se musí provádět v souladu se správnou klinickou praxí (GCP).
V kontrolní skupině /skupinách/ (pozitivní kontrola) je doporučeno použít především přípravek registrovaný podle příslušných požadavků EU.

Pro přípravky určené proti nemocem, které představují potenciální hrozbu pro blaho (welfare) zvířat, se používají negativní kontroly pouze tehdy, jestliže není žádný přípravek registrovaný pro požadovanou indikaci. Kontrolní skupina se může léčit teprve tehdy, až se může stanovit adekvátní zhodnocení rozdílu v účinku.
6.2.1. Výběr farem
Žadatel musí zdůvodnit počet a vhodnost míst vybraných pro terénní hodnocení. Místa musí být geograficky dobře rozmístěna, aby se optimalizovala možnost rozmanitých podmínek životního prostředí, situace výskytu nemoci a praktik managementu farem. Každé místo  musí mít několik ohrad nebo nádrží s rybami o odpovídající velikosti/ věku a fyzické kondici (např. v období cestování do moře, pohlavního dospívání) pro zamýšlené použití veterinárního léčivého přípravku. Nejméně dvě ohrady nebo nádrže a nejlépe několik párů ohrad/ nádrží by mělo být použito pro hodnocení. Je vhodnější, když chovatel má zkušenosti s vedením podrobných záznamů o všech důležitých faktorech týkajících se farmy a jejich ryb. Záznamy se musí vést o zdroji ryb a anamnéze nemoci v odlišných ohradách nebo nádržích. Musí být známa předchozí medikace, použití chemikálií a vakcín. Vyžadují se denní záznamy o propuknutích onemocnění, mortalitě a medikaci, jakož i známé a stálé praktiky managementu farmy, které se týkají např. hygieny, krmení, manipulace a používání krmných přísad a biocidů. Týdenní záznamy mohou být akceptovány pro nízké teploty vody pro relevantní druhy, jestliže je to žadatelem zdůvodněno. Např. pro lososa obecného týdenní záznamy by mohly být akceptovány pro teploty vody pod 8°C, je-li to zdůvodněno. 
6.2.2. Výběr skupin
Všechny ryby v jedné nádrži nebo ohradě se považují za jednu skupinu. Minimálně dvě skupiny se musí použít v každém hodnocení, jedna z nich musí být kontrolní skupina, která ve většině případů bude pozitivní kontrolní skupinou. Rozdělování do skupin se musí dělat náhodně použitím vhodné metody. Prevalence onemocnění, denní mortalita, klinické symptomy a jiné relevantní parametry musí být srovnatelné u léčených a kontrolních skupin na počátku studie.
6.2.3. Postup hodnocení

Terénní hodnocení na komerčních rybích farmách se musí nejlépe provádět při spontánních propuknutích těch nemocí, pro které se požaduje účinnost. Hodnocení se musí tudíž provádět v ročním období a za podmínek, kde musí být zkoušejícím definovaná „úspěšná přirozená čelenž“, a musí zahrnovat metodu identifikace kauzálního agens. Informace z hodnocení provedených s neúspěšnou přirozenou čelenží mohou být opatřena vysvětlením o selháních. Všechna hodnocení musí být provedena s adekvátními kontrolami. Terénní hodnocení s anestetiky nebo jinými „ ne-terapeutiky“ musí být provedeny na zdravých rybách. Všechna hodnocení se musí plánovat tak, aby pro statistickou analýzu byly k dispozici vhodné údaje. Musí se vybrat konečné klinické výsledky závažné pro navrhovanou indikaci a musí se specifikovat primární a sekundární konečné výsledky.
6.2.4. Diagnostická kriteria

Přítomnost vyšetřovaných onemocnění se musí potvrdit u všech skupin zahrnutých do hodnocení. Pro stanovení přesné diagnózy musí být dána kriteria. Nejlépe je použít standardní diagnostické metody. Stejná kriteria se použijí ve všech hodnoceních a musí zahrnovat pitvu dostatečného počtu ryb, z každé skupiny nejméně šest ryb. Musí se určit přesný stav onemocnění a identifikace jakéhokoli patogenního organismu.
Onemocnění způsobená mikroorganismy musí být diagnostikována izolováním a charakterizováním patogenu nejvhodnější mikrobiologickou metodou, nejlépe standardní metodou, která musí být podrobně popsána. Doporučují se vzorky z nejméně šesti ryb na skupinu.
7. Definice

Pro účely tohoto pokynu platí následující definice:

Ryby: termín k rozlišení pravých ryb od korýšů, měkkýšů, medúz atd. Veškeré druhy ryb zmiňované v tomto pokynu jsou příklady pravých ryb.
Stupňodny: Jsou mírou ochlazení nebo oteplení. Množství stupňodnů je určeno znásobením teploty vody každý den počtem dnů. Například, 10 dnů s 5oC se rovná 50 stupňodnům.
Pozitivní kontrola: Pozitivní kontrolní skupina je skupina léčená registrovaným referenčním přípravkem schváleným pro tu stejnou indikaci a použitým podle příbalové informace pro srovnání s testovaným přípravkem, který je hodnocen.

Negativní kontrola: Negativní kontrolní skupina je skupina ošetřovaná placebem, buď fyziologickým roztokem nebo vehikulem (hotovým přípravkem bez léčivé látky) nebo ponechaná bez léčby, například zkoušeným přípravkem, který je hodnocen.
8. Reference

Viz originál v angličtině 

