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1. Uvod

Kastrace prasat je Castym tématem u odborné i laické vefejnosti. V soucasné dob¢ jsou
uplatiiovany tfi hlavni zplsoby prevence kanc¢iho pachu u veptfového masa, konkrétné
predcasna pordzka, odstranéni varlat (chirurgicka kastrace) ¢i imunokastrace.

Nejvice diskutovanou problematikou je chirurgicka kastrace prasat, ktera predstavuje
problém z hlediska dobrych Zivotnich podminek zvirat. Na zaklad¢ fyziologickych a
etologickych parametrii bylo védecky dokazano, Ze chirurgicka kastrace predstavuje bolestivy
zakrok 1 tehdy, je-li provadéna u velmi mladych zvifat. Soucasna evropskd legislativa
(Smérnice Rady 2008/120/ES, kterou se stanovi minimalni pozadavky pro ochranu prasat)
povoluje provadéni kastrace prasat pouze odborné zpisobilym osobam, tj. veterindrnim
Iékaifim nebo Skolenym osobam. Chirurgickd kastrace se provadi u mladych zvifat - bez
anestezie ji lze provadét do 7 dni po narozeni, po této lhlit¢ musi byt pfi chirurgické kastraci
pouzita anestezie a nasledné tiSeni bolesti. Stanovisko védecké komise pro zdravi a dobré
zivotni podminky zvitat Evropského ufadu pro bezpecnost potravin EFSA (2004) ovSem
uvadi, Ze chirurgickd kastrace prasat je bolestivd v kazdém véku. Proto se fada evropskych
zemi rozhodla od chirurgické kastrace ustoupit a nahradit ji jinymi, nebolestivymi metodami.
Jednim z prvnich krokl je zavedeni analgezie nebo anestezie k utiSeni bolesti, které se
pouziva od 1. ledna 2012. Dalsim krokem, ke kterému se evropské zemé zavazaly, je
postupné upousténi od chirurgické kastrace. Tento zptisob prevence kanc¢iho pachu by se mél
piestat pouZivat do 1. ledna 2018.

Kastraci samctli je dosaZeno dvou zakladnich cild - welfare prasat, kterd jsou s narGstajici
pohlavni aktivitou vice agresivni vii€i ostatnim chovanym prasatim 1 vici oSetfovatelim, a
zabranéni vzniku tzv. kanciho pachu, ktery miiZze znehodnotit chut masa. Kanc¢i pach je
senzorickd odchylka vepfového masa patrnd pii tepelné Upravé zejména tukové tkané
nekterych jedincii samciho pohlavi. Je zpiisoben vysokou koncentraci dvou latek, a to
androstenonu (chemicky: 5-androst-16-en-3-on) a skatolu (3-methyl-indol).

Androstenon je latka steroidni povahy, nema Z4dnou hormonalni funkci. Je produkovan v
Leydigovych buiikach varlat spolu s dal§imi steroidy, jako je samc¢i pohlavni hormon
testosteron. U kanct je androstenon transportovan do slinnych 714z, kde je pfitomny s jinymi
steroidy (3-androstenol, 3B-androstenol). Kromé androstenonu se na kan¢im pachu podili
skatol (a také indol), které vznikaji v tlustém stfevé mikrobidlni degradaci aminokyseliny L-
tryptofanu (Chen, 2007). Tvorba indolu v tlustém stievé probihd za ucasti fady bakterii,
produkce skatolu vyzaduje pfitomnost vysoce specifickych mikroorganismti. Ob¢ latky jsou
casteCné absorbovany stfevni sliznici a metabolizovany v jatrech plisobenim enzymu
cytochrom P450. Nemetabolizovany podil skatolu se hromadi v tuku a je odpovédny za kanci
pach. Koncentraci skatolu i indolu ovliviiuje 1 slozeni krmiva. Napft. hladinu skatolu Ize snizit
upravou krmné davky s vyuzitim prebiotik, ale hladinu androstenonu lze snizit pouze kastraci
(Zammerini et al., 2012).

Imunokastrace je zaloZena na indukci protilatek proti endogennimu hormonu uvoliujicimu
gonadotropin (gonadotropin releasing factor GnRF), ktery je zodpovédny za kontrolu funkce



varlat prostiednictvim gonadotropnich hormoni LH (luteiniza¢ni hormon) a FSH (folikuly
stimulujici hormon). Tim dojde ke snizeni koncentrace testosteronu a jinych steroidii varlat
véetn¢ androstenonu a nepiimym uGc¢inkem také skatolu (Bonneau et al., 1994).
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sl

TESTOSTERON
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V Ceské republice registrovany preparat s indikaci imunologického potlageni funkce varlat je
IMPROVAC, injekéni roztok pro prasata. Tento preparat obsahuje synteticky peptidovy
analog GnRH (krat§i o 1 aminokyselinu nez pfirozeny hormon) spojeny s imunogennim
nosnym proteinem - difteriovym toxoidem. Preparat se aplikuje nekastrovanym kanciim od 8
tydnit Zivota. Docasného potlaceni funkci varlat je dosaZeno druhou aplikaci preparatu
v odstupu nejméné 4 tydnli po primoaplikaci. Tento U€inek se projevi v pribéhu jednoho
tydne po aplikaci a sniZeni hodnot androsteronu a skatolu bylo prokazano od 4 do 6 tydnl po
aplikaci (Zamaratskaia et al., 2008).

Jednou z potencialnich nevyhod tohoto zplisobu kastrace muize byt variabilita v intenzité
imunitni odpovédi vyvolana individudlni variabilitou jednotlivych zvitat, ale také napf.
vlivem vyzivy nebo napi. vlivem subklinicky probihajicich infekci. Proto je za urcitych
okolnosti vhodn4 individuélni diagnostika intenzity odpovédi jednotlivych zvitat.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku
Jednim ze zpusobl prikazu indukce pozadované imunitni odpovédi je detekce specifickych

protilatek proti slozkdm preparatu. Proto cilem metodiky bylo sestavit a validovat metodu
ELISA pro detekci specifickych protilatek proti slozZkdm preparatu IMPROVAC.



3. Vlastni popis funkéniho vzorku

3.1. Sestaveni ELISA metody

Jako antigen byl pouzit komplex GnRH s difterickym toxoidem obsazeny v preparatu
IMPROVAC (Pfizer Animal Health, S.A., Belgie) nafedény tak, aby jeho koncentrace byla
Iul/ml ve vazném karbonatovém pufru o pH 9,6. To bylo aplikovano v objemu 100 pul do
jamek mikrotitracni desticky (Maxisorb, NUNC, USA). Vazba na dno jamky probihala pfes
noc v chladni¢ce. Nasledovalo 5x promyti desticek smési PBS a 0,05% Tween 20 s pouzitim
poloautomatické promyvacky ELx50 (Biotek Instrumentals, USA).

Obsazeni ptipadnych nespecickych vazebnych mist bylo provedeno pfidanim roztoku
obsahujiciho 0,5% kaseinu a 10% sachar6zy na 60 min a naslednym proplachem.
Vysetiovana séra pred a po aplikaci preparatu IMPROVAC byla nafedéna 300 x. Redici
roztok mél slozeni PBS, 0,05% Tween 20 a 0,5% kaseinovy hydrolyzat. Inkubace sér
v jamkach mikrotitracni destiCky probihala pfi pokojové teploté po dobu 60 minut
nasledované 5x promytim smési PBS a 0,05% Tween 20.

Do jamek byl pfidan 30.000 x fedény konjugat kienové peroxidazy s polyklonalni protilatkou
anti-pig IgG (Bethyl, USA) v objemu 100 pl na jamku v fedicim roztoku (PBS, 0,05% Tween
a 0,5% kaseinovy hydrolyzat). Inkubace pii pokojové teploté trvala 30 minut a byla
nasledovana 5x promytim smési PBS a 0,05% Tween 20.

V dalsim kroku byl aplikovan substrat TMB (Test-line, CR) v objemu 100 pl do kazdé jamky,
ktery se nechal ptisobit po dobu 30 min. Prubéh reakce byl zastaven ptidanim 2M H>SO4
v objemu 50 pl do kazdé jamky. Absorbance intenzity barevné reakce byla méfena pii 450
nm (multifunk¢ni reader Synergy H1, Biotek Instrumentals, USA).

3.2. Validace ELISA metody

3.2.1. Homogenita potazené desticky

Provadéla se v dané SarZi na jedné mikrotitracni desticce v 96 jamkach s jednim sérem
v fedéni 300x. Provedl se standardni test podle pracovniho postupu uvedeného vySe a byly
vypocteny hodnoty priiméru absorbanci, smérodatné vybérové odchylky a variacniho
koeficientu.

Vypocet:

e priamérnd hodnota absorbance — vzorec €. 1
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T

=

kde x ... hodnota absorbance vzorku
n ... pocet vzork



e smérodatna vybeérova odchylka — vzorec €. 2

|Z (x; —x)?
5D = |—ﬂ‘_ .
N
kde x ... hodnota absorbance vzorku
X ... prumérné hodnota absorbance
n ... pocet vzork

e variacni koeficient — vzorec ¢. 3

SD
CV (%) = < 100

kde SD ... smérodatna vybérova odchylka
X ... primérné hodnota absorbance

Pti hodnoceni homogenity by varia¢ni koeficient nemél piekro€it hodnotu 10 % .

Vypoctené hodnoty
variacni koeficient 8,19 %
smérodatna vybérova odchylka 0,0324

3.2.2. Opakovatelnost — intra-assay

Provad¢la se v jedné SarZi na jedné mikrotitracni desti¢ce minimalné€ se 4 vzorky v zastoupeni
2 vzorky s nizkou absorbanci a 2 a vzorky s vysokou absorbanci v 16 jamkach od kazdého
vzorku. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedené¢ho vyse. Pro kazdy vzorek byla
vypoCtena prumérna hodnota absorbance, smérodatné vybérové odchylky a variaéni
koeficienty. Pro cely rozsah byla nasledné¢ vypoctena smérodatnd odchylka a variacni
koeficient, které vyjadiuji pfesnost a relativni pfesnost pro cely rozsah.

Vypocet: prumérné hodnoty absorbance, smérodatné vybérové odchylky a variacni
koeficienty viz vzorce €. 1,2 a 3.

e pfesnost pro cely rozsah — vzorec €. 4
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kde s... smérodatnd vybérova odchylka vzorku
n ... poCet vzorkl



e relativni pfesnost pro cely rozsah — vzorec €. 5

||(ﬂ1 — v + (ny — Dy (g, — D ?

CV =
‘\Jl (ny —1)+(n, —1) ...(n, — 1)

kde v ... variacni koeficient vzorku
n ... pocet vzork

Vypoétené hodnoty
presnost pro cely rozsah 0,0047
relativni presnost pro cely rozsah 9,64 %

3.2.3. Opakovatelnost — inter-assay

Provadéla se v jedné Sarzi jako 10 samostatnych analyz. Testovaly se 4 vzorky — 2 s nizkou a
2 s vysokou absorbanci, kazdy vzorek ve 4 jamkéch, soucasné se analyzovaly slepé vzorky a
kontrolni séra soupravy testované Sarze. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedené¢ho
vyse. Pro kazdy vzorek byla vypoctena primérnd hodnota absorbance, smérodatnd vybérova
odchylka a varia¢ni koeficient a pro cely rozsah soupravy piesnost a relativni presnost.
Vypocet: primérna hodnota absorbance, smérodatna vybérova odchylka, variacni koeficient,
presnost a relativni piesnost pro cely rozsah — viz vzorce €. 1,2, 3,4 a 5.

Vypoctené hodnoty
Piesnost pro cely rozsah 0,4339
Relativni presnost pro cely rozsah 8,9 %

3.3. Ovéreni pouzitelnosti ELISA metody na redlnych vzorcich

ELISA test sestaveny a pouzity tak, jak je popsano v piedchozich kapitolach, byl ovéfen na
realnych vzorcich. Tyto vzorky byly ziskany v prubéhu experimentalniho pouziti preparatu
Improvac v prostorach experimentalniho zafizeni Vyzkumného ustavu veterindrniho
lékaistvi, v.v.i. Tento pokus byl schvélen rezortni komisi Ministerstva zemédélstvi CR pod
kodem MZe 1685.

Pokus byl rozdélen do dvou na sob¢ nezavislych ¢asové oddélenych opakovani. Celkem bylo
pouzito 40 kanecki rozd€lenych pro tyto ucely do 3 skupin:
e 10 kanecki kastrovanych chirurgicky ve véku 6-7 dni Zivota
e 10 kaneckl kastrovanych imunologicky aplikaci preparatu Improvac v souladu
s doporu¢enim vyrobce (subkutanni aplikace 2 ml preparatu be veku 8 tydnd a
opakovang za 6 tydnt)
e 20 kaneckt nekastrovanych viibec



protilatky IgG IMPROVAC

* * -e- improvac 1
-® - improvac 2
—4— kastrovani 1
-¥- kastrovani 2
—-o- nekastrovani 1
-@ - nekastrovani 2

absorbance red. 300x
n

0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11
tyden

Vysledky stanoveni pfitomnosti protilatek proti slozkdm preparatu Improvac v séru prasat
kastrovanych preparitem Improvac (oznaceni jako ,,improvac®, n=10), kastrovanych
chirurgicky (oznaeni jako ,kastrovani“, n=10) a nekastrovanych (oznaceni jako
,»hekastrovani®, n=20). Vysledky jsou zndzornény jako primérné hodnoty zvifat zafazenych
do dvou na sob€ nezavislych ¢asové oddelenych experimentii (oznaceni jako ,,1* a ,,2).

4. Srovnani ,,novosti postupu*

Rutinni detekce specifickych protilatek proti slozkdm preparatu Improvac neni podle nasich
védomosti v soucasné dobé pouZzivana jako priikkaz Uspé€$né a dostate€né imunitni odpovédi
zvifat, kterym byl tento preparat aplikovan. Vyuziti ndmi sestavené ELISA by mohlo
reagovat na piipadnou potiebu tyto protilatky detekovat.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Funkéni vzorek je na pracovistich autorti zaveden. Jeho dalsi pfipadné komercni vyuziti
zavisi na zajmu terénnich nebo laboratornich pracovnikii. Ale vzhledem k tomu, Ze se
evropské zemé zavazaly k postupnému upousténi od chirurgické kastrace, kterd by se méla
pfestat pouzivat do 1. ledna 2018, a vzhledem ktomu, Ze imunokastrace je jednim
z alternativnich zplisobt prevence kanc¢iho pachu, dé se predpokladat, Ze o funkéni vzorek by
mohly projevit zdjem napf. biotechnologické spolecnosti vyrabéjici imunodiagnostika.

6. Ekonomické aspekty

V soucasné dobé neni mozné ekonomické aspekty funkéniho vzorku urcit. Tyto aspekty
budou zavislé na nékolika faktorech:
» intenzita implementace dohody o ukonceni pouzivani chirurgické kastrace bez
anestezie,



» realna poptavka po takovéto diagnostice ze strany laboratofi nebo zpracovatelského
pramyslu, ale potencialné také napf. ze strany dozorovych organt — Ceska zemédélska
a potravinaiské inspekce, Statni veterinarni sprava CR.

» piipadny export takovéhoto produktu.

Pouziti metody ELISA piedstavuje levnéjsi a rychlejsi cestu identifikovat individudlné nebo
na urovni smésnych vzorkd uroven pretrvavajicich GnRH-specifickych protilatek jako
znamky dostatecné¢ vysoké imunitni odpovédi na aplikaci preparatu Improvac a s tim
spojen¢ho utlumu ,,.kanciho zéapachu®.
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