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slezové

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) patii mezi celosvétoveé rozsiiené
patogenni hlistice z ¢eledi Trichostrongylidae parazitujici ve slezu malych ptezvykavci,
predevs§im uovci. Nejcastéjsim projevem hemonchdzy je anémie, neprospivani
a hubnuti. U mladych zvifat miize dojit i k jejich thynu. Vyznamnou komplikaci 1é¢by
hemonchoézy je rychle se tvofici rezistence vlasovky slezové napodand I1éciva,
a to je v poslednich letech celosvétovy problém.

Tato prace byla zaméfena na testovani i€innosti benzimidazolovych anthelmintik
(tiabendazol a albendazol) u tfech kmenti vlasovky slezové, které se 1i$i svoji citlivosti
k 1é¢iviim. Pracovali jsme s kmeny: ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) kmen — citlivy,
IRE (Inbred Resistant Edinburgh) kmen — rezistentni a WR (White-River) kmen —
multirezistentni.

Ke sledovani ucinnosti 1éCiv a ke sledovani miry rezistence bylo vyuZito testovani
lihnuti vajicek (egg hatch test; EHT). Vajicka jednotlivych kment se izolovala z trusu
infikovanych ovci, poté se inkubovala 48 hodin pfi teploté 27 °C v roztoku o riiznych
koncentracich anthelmintik. Vylihlé larvy 1nevylihla vajicka byly nejprve spocitany
manualné pod mikroskopem. Potom byla aplikovdna nova metoda strojového uceni
pro diagnostiku vajicek alarev vlasovky slezové. Oba postupy vyhodnocovani EHT
byly porovndvany. Detekce objektli pomoci pocitace vykazovala vyssi presnost
u vajicek, avSak byla niz§i u larev vzhledem k jejich heterogennim tvarim. Vysledné
hodnoty inhibi¢ni koncentrace (inhibitory concentration; ICso) jednotlivych kment
potvrdily nejvyssi uc€innost anthelmintik u citlivého kmene ISE a nejniz$i ucinnost

u benzimidazol-rezistentniho kmene IRE.
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Barber’s pole worm (Haemonchus contortus) is one of the most widespread
pathogenic nematodes of the Trichostrongylidae family parasitizing in the abomasum of
small ruminants, mainly in sheep. The most common symptoms of haemonchosis are
anaemia, lack of thriving and weight loss. Young animals can also die. A significant
complication in the treatment of haemonchosis is the rapidly developing resistance of
the barber’s pole worm to the administered drugs, which has become a global problem
in recent years.

This work focused on testing the efficacy of benzimidazole anthelmintics
(thiabendazole and albendazole) in three strains of barber’s pole worm, which differ in
their drug sensitivity. We worked with strains: ISE (Inbred Susceptible Edinburgh)
strain - sensitive, /RE (Inbred Resistant Edinburgh) strain - resistant and WR (White-
River) strain - multi-resistant.

The egg hatch test (EHT) was used to monitor the drug effectiveness and thus to
monitor the level of resistance. Eggs from individual strains were isolated from the
faeces of infected sheep and incubated for 48 hours at the temperature 27 °C in a
solution with different concentrations of anthelmintics. Hatched larvae and non-hatched
eggs were firstly counted manually using a microscope. Afterwards, a machine learning
method was applied to detect eggs and larvae of the barber’s pole worm. The two EHT
evaluation procedures were then compared. The machine learning detection showed
higher accuracy for eggs, but it performed lower in larvae due to their heterogeneous
shapes. The resulting values of the inhibitory concentration (ICso) of the individual
strains confirmed the highest efficacy of the anthelmintics at the susceptible ISE strain

and the lowest efficacy at the benzimidazole-resistant strain /RE.
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Uvop

Rad Strongylida je nejvétsi skupina &ervi, do které fadime také vlasovku slezovou
(Haemonchus contortus). Jednd se o jednoho znejvice patogennich zastupcl této
skupiny, zaroven sefadi mezi gastrointestindlni nematody (GIN). Vyskyt vlasovky
slezové je v abomasu ovci a u dalSich malych prezvykavcu, kde zpisobuje onemocnéni
hemonchoézu. Jednd se o krev sajici hlistici, kterd je v dospélosti schopna denné
spotiebovat az 30 pl krve. To ma za nésledek vznik anémii, déle také vznikaji edémy
adalsi komplikace. Vlasovka slezova se vyznacuje rychlou reprodukci. Dospéla
samicka je schopnd produkovat 5000-15000 vajicek denné (Emery akol., 2016).
Celosvétove vlasovka slezova postihuje stovky miliont hospodaiskych zvirat.

Pro 1é¢bu hemonchodzy se vyuzivaji anthelmintika. Bohuzel se anthelmintické
ptipravky u hospodaiskych zvifat pouzivaji v nadmérné mife, coz ma za nésledek
zvySujici se incidenci rezistence vlasovek vici témto 1éCivim. Proto je pravé tento
problém velikym tématem v oblasti veterinarni parazitologie (Ma a kol., 2020).

Pro odhaleni rezistentnich kment ipro vyvoj novych anthelmintik se vyuziva
testovani lihnuti vajicek (egg hatch test; EHT). Nevyhodou této jinak jednoduché
metody je jeji pracné vyhodnoceni manudlnim pocitanim pod mikroskopem. Cilem nasi
préace bylo zjistit, zda by vyhodnoceni EHT bylo moZno zjednodusit a zpfesnit pomoci
strojového uceni.

Strojové uceni vyuziva sofistikovanych algoritmli pracujicich na rozsahlych
heterogennich sadach dat, které by bylo obtizné nebo nemozné identifikovat i pro dobie
vyskolené jednotlivee (Goecks a kol., 2020). Strojové ufeni by mohlo byt pfinosem
pro zefektivnéni a usnadnéni diagnostiky rezistence 1 sledovani Uc€innosti novych

anthelmintik u vlasovky slezové.



1. Teoreticka Cast

1.1 Chov ovci

Ovce patifi mezi oblibend a casto chovana hospodarskd zvirata jak ve svéte,
tak i v Ceské republice. V porovnani s jinymi hospodaiskymi zvifaty vynikaji svou
vysokou adaptaci v riznych klimatickych, ale i chovatelskych podminkach. Diky této
vlastnosti se ovce vyskytuji v nejriznéjSich oblastech svéta od poustni a polopoustni
oblasti Afriky a Asie azpo vysoce produktivni systémy specializované na masna
a dojna plemena v Evropé.

V ramci Evropy se podminky pro chov ovei vyrazné 1i8i. Ve stfedni a vychodni
Evropé se odroku 1989 chov ovci velmi snizil znékolika davoda, jako jsou
ekonomické zmény, nizky geneticky potencidl domacich plemen, nedostacujici
modernizace technologie chovu, vyzivy a pastvy, zmenSovani ploch pastvin, ale také
nedostate¢né profesni dovednosti pracovnikl. Situace v jiznich statech Evropy je tplné
jina, atozdivodu vyznamného ekonomického, environmentilniho a sociologického

postaveni chovatelll ovei (Krupova a kol., 2015).

1.1.1 Chov ovei v Ceské republice

Na tizemi dne$ni Ceské republiky je chov ovci tradiénim odvétvim Zivo&iiné
vyroby jizod 17. stoleti. V 19.stoleti byl chov ovci navysoké trovni a diky
dosahovanym vysledkiim byl proslaven i daleko za hranicemi. V dne$ni dobé uz chov
ovci neni tak rozSifen jako v ostatnich statech Evropy, avSak vyznam chovu stale
spo¢iva v mnohostranném uzitku. Hlavnimi produkty ovci jsou maso, mléko, vlna
aktize. Vedle téchto produkti poskytuji také lanolin, lij, stfeva, krev, predzaludky,
paznehty arohy. Vyznamnou ulohu maji ovce pfi pouziti jako modelové organismy
(Tab. 1).

Od roku 1991 se v disledku zmény ekonomiky v Ceské republice také zasadnim
zpusobem zménily podminky chovu ovci, a to pfedevsim potlacenim vyroby viny. Vétsi

daraz je kladen na zvySeni plodnosti a masovou uzitkovost (Van¢k, 2002).



Tab. 1: Uzitkovost ovci

Zakladni Vedlejsi Neptimy ufitek
produkty produkty
Maso Lanolin
Miéko Lyj
I‘(]:’ln;; Slérree\‘//a Modelovy organismus
Paznehty Predzaludky
Rohy -

Zdroj: prejato z Vanek, 2002, upraveno

1.2 Hlistice — vyznamni endoparazité u ovci

Parazitarni onemocnéni ovci negativné ovliviluje zdravotni stav zvitete, jelikoz
zpisobuje piimé anepiimé ztraty. Pfimou ztrdtou se oznacuje zvySeny uhyn zvifat
a niz8i kvalita masa. Jako nepfima ztrata vlivem invaze parazita je oznaCovano snizeni
uzitkovosti zvifete, negativni vliv na reprodukci a zvyseni citlivosti k jinym infekénim
i neinfekénim onemocnénim. V naSich chovech patfi mezi nejcastéjsi parazity ovci
stievni hlistice (Hordk, 2012). Parazitdrni onemocnéni zpiisobené gastrointestinalnimi
hlisticemi uovci se stavd jednim ze zavaznych globalnich problémt pro chovatele
domacich prezvykavcu (Baltrusis a kol., 2020; Silva a kol., 2020).

Hlistice patfi mezi helminty, coz je velmi rozmanitd skupina Zivocichli — cervi.
Jsou to mnohobunécni eukaryotni bezobratli zivocichové s trubicovitymi ¢i zplo§télymi
tély vykazujicimi bilateralni symetrii. Mnoho zastupci zije volné¢ ve vodnim nebo
suchozemském prostiedi, avSak vétSina parazituje v jinych organismech. Mezi helminty
zafazujeme zastupce kmenii Trematoda, Cestoda, Monogena, Nematoda,
Acanthocephala a dal$i. Definitivni klasifikace je podle vné&j$i a vnitini morfologie
stadii vajec, larev a dospélych cervii (Castro, 1996; O'Donoghue, 2010; Volf a Hor4k,
2007).

Hlistice (Nematoda) jsou jednou znejvice zastoupenou a rozsifenou skupinou
zivocichl, do které je zatazeno velké mnozstvi volné Zijicich druhti a okolo 20 tisic
druht paraziti. Hlistice parazituji jak urostlin, tak ubezobratlych zivoc¢ichi
a obratlovct vcetné Cloveka. Obratlovei jsou nejcastéji zasazeni parazity v travicim
traktu, ale mohou mit parazity i1 v krevnim nebo lymfatickém ob¢&hu, dychaci ¢i nervové
soustave, kuzi atd.

Hlistice dortstaji od mikroskopickych rozmér az do nékolika decimetri (vzacné

metrt). Tvar téla je protdhly, Casto nitkovity, valcovity nebo vietenovity s kruhovym
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prufezem. Povrch téla je tvofen kutikulou, jejiz syntéza probiha v buiikdach hypodermis
(epidermis), ty jsou soucasti subkutikularniho epitelu na povrchu téla mezi kutikulou
a svalstvem. Kutikula je sloZzena zné¢kolika vrstev, od povrchu epi-, exo-, mezo-
a endokutikula, a podvrstev jedine¢né uspotfadanych pro jednotlivé skupiny hlistic.
Velmi cCasto se povrch téla rozdéluje do jednotlivych ¢lankt, z nichz vystupuji mozné
vybézky ve tvaru trnt, papil, hiebend, ocasnich ktidel atd. Takové utvary mohou slouzit
jako pfichytny aparat, ptipadné jako kopulacni organ u samcti. Tyto Gtvary vyznamné
pomahaji rozeznat jednotlivé taxonomické druhy. Kutikula ma vyuziti jak pro oporu
téla (vn&jsi kostra), pohyb, vyménu latek s okolim, tak i pro interakci parazita
s hostitelem.

T¢€lni dutina obsahuje tekutinu, ktera reguluje télni turgor, podili se na rozvodu
a skladovani Zzivin, obsahuje coelomycyty a fagocyty zodpovédné za obrannou
a exkre¢ni funkci. Exkre¢ni systém je riznorody pro kazdou skupinu hlistic.

Nervovou soustavu tvofi hltanovy prstenec, ze kterého vybihaji nervové vétve
pfidruzené  k hlavovym  mechanosensorickym  a chemosenzorickym  papilam.
Dale z hlavového prstence vybihaji dorsélni, ventralni, submedidnni ¢i lateralni nervoveé
provazce.

Svalova soustava je podpovrchova a je slozena z podélnych svali mezi vybézky
hypodermis. Specializované svalové buiiky jsou spojené s travici a pohlavni soustavou.

Travici soustava byvd dobfe vyvinuta spoleéné sustni dutinou, kterad
je ptizptsobena pro potravu daného jedince. Potravou pro parazitické hlistice mize byt
krev, télni tekutiny, trdvenina z traviciho traktu hostitele, bunéénd drt tkani nebo
rostlinné buiiky. Ustni dutina miize byt riznych tvart, velikosti, mize obsahovat zuby
nebo liSty. Potrava je z Gstni dutiny posouvéana osvalenym hltanem do traviciho traktu,
ktery u samic kon¢i andlnim otvorem. U samct usti travici trakt do kloaky spole¢né
s pohlavni soustavou.

Hlistice maji Casto vyrazny pohlavni dimorfismus a samice byvaji v&tsi nez samci.
U samct se pohlavni soustava skladd z jednotrubicovitého varlete, semenného vacku
a chamovodu. Kopula¢ni organy tvoii jehlicovité nebo ty¢inkovité spikuly rizné délky,
spikularni vacek odd¢lujici spikuly a tvofici gubernakulum a struktura telamon, ktera
sméiuje spikuly spravnym smérem. Vyznamnym taxonomickym znakem samct
nékterych hlistic je kopulacni burza tvotfena tfemi laloky. U samic se pohlavni soustava
sklada z trubicovitych vajecnikii, na kazdy z nich navazuje vejcovod a déloha. Vagina

je spolecna pro vSechny jednotlivé délohy. Charakteristickym taxonomickym znakem
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je umisténi svalnaté vulvy na téle samice. Hlistice jsou pfedev§im gonochoristé, avSak
unékterych druh@  se v souvislosti se stifidanim generaci objevuji 1jiné typy
rozmnozovani. K vyvoji dospélych cervii dochéazi ptes larvalni stadia L1-L4 (Volf
a Horak, 2007).

Nejvyznamnéj$im zastupcem GIN je vlasovka slezova (Haemonchus contortus)
parazitujici veslezu ovci. Dalsi zéastupci puvodcli onemocnéni jsou uvedeni

v Tab. 2. Parazité maji vlaskovity ¢i nitkovity tvar a dortstaji délky 1-5 cm.

Tab. 2: Prehled paraziti u ovci (sti‘evo a slez)

. ;. . Misto
Parazit Misto infekce Parazit .
infekce
Haemonchus contortus Slez Trichostrongylus vitrinus
Ostertagia circumcincta Trichostrongylus rugatus
. . Trichostrongylus
Chabertia ovina . &y .
culumbriformis ,
Oesophagostomum Tenice
prage Tlusté a slepé Nematodirus battus stievo
columbianum StFevo
Nematodirus filicollis
Trichuris ovis Bunostomum
trigonocephalum

Zdroj: prejato z Hordk, 2012; upraveno

1.3 Vlasovka slezova (Haemonchus contortus)

Haemonchus contortus infikuje predev§im malé pirezvykavce, jako jsou ovce
a kozy, ale také dobytek. Onemocnéni zplsobené H. contortus se nazyva hemonchoza
parazituji ptedev§im v zaludku (abomasum). H. contortus je jeden z ekonomicky
nejvyznamnéjsich parazitl prezvykavcel, ato z divodu ztraty hmotnosti zvitat, tudiz
1 sniZeni jejich produktivity. U mladych zvifat Castéji zplisobuje nemoci a nahly thyn
(Nguyen a kol., 2019; Junquera, 2017; Kellerova a kol., 2020).

Vyznamnym rysem tohoto parazitdrniho druhu je schopnost rychle se tvofici
rezistence na podavand 1éciva beéhem relativné kratké doby (Baltrusis a kol., 2020).

Imunitni odpoveéd” hostitele hraje vyznamnou roli v ochrané proti GIN. Néktera
plemena ovci jsou k H. contortus ptirozen¢ odolnd, ato diky imunitnim reakcim
hostitele, které méni morfologii ¢i fyziologii parazita a dale zabranuji opétovné infekci
usmrcenim vyvijejicich se ¢ervli nebo eliminaci invazivnich larev (napf. australské

plemeno Merino) (Lalramhluna a kol., 2020).
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1.3.1 Morfologie

H. contortus je hlistice (nematoda) pojmenovana podle valcovitého ¢i nitkovitého
(vlasovitého) tvaru s pokozkou slozenou ze tii vrstev tvofenych kolagenem a dal§imi
slouCeninami. Vn¢jsi vrstva je tvofena epidermis. Kutikula je ochrannou vrstvou.
Jelikoz se jedna o krev sajiciho parazita, ma H. contortus obecné nacervenalou barvu.

Je mozné pozorovat napadny pohlavni dimorfismus. Dospélé samice maji délku
18-30 mm a mohou produkovat vice nez 5000 vajicek denn¢. Vyraznym rysem jsou
ovinuté vajecniky svétlé barvy okolo do Cervena zbarvenych stfev, vytvéreji typické
pruhovani. Samec je vétSinou tenc¢i a kratS$i délky (10-20 mm) neZ samice. Vynika
vyrazné vyvinutou kopula¢ni burzou, kterd obsahuje asymetricky hibetni lalok a hibetni
paprsek ve tvaru Y (Dédkova, 2015).

Svalové soustava je Sikmo uspofddana v pasech podél stény téla. Specializovany
vylucovaci systém je uspofadan do tfi vyvodnych kanalt tvaru H (Sendow, 2003;

Scheuerle, 2009).

1.3.2 Vyskyt

H. contortus je nejvice patogenni v tropickych a subtropickych oblastech. Vysoké
srazky v kombinaci s vysokou teplotou zplsobuji vysSi lihnuti vajicek, tim 1 vySsi
kontaminaci pastviny. MozZnost infekce GIN ovliviiuji faktory — vlhkost a teplota
v okoli, chovani hostitele na pastvé, mnozstvi a kvalita pastviny. Dalsi faktory, které
mohou ovlivnit intenzitu infekce, jsou pohlavi, veék, druh, plemeno a stavba téla

hostitele (Mushonga a kol., 2018).

1.3.3 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus vlasovky slezové je piimy au vSech druh@i podobny. Jedna
se o0 snadny pienos mezi hospodaiskymi zvitaty. Dospéli Cervi ziji v abomasu. Samice
Cervii kladou wvajicka, ktera se dostanou do zivotniho prostiedi stolici. V zéavislosti
na vlhkosti a teple prostiedi dochazi k lihnuti larev (L1) z vajicek na pastviné. Volné
zijici larvy se postupné vyviji do druhého (L2) a tfetiho (L3) infekéniho stupné. Vysoce
infek¢ni larvy L3 jsou pozieny ovcemi spolecné s potravou na pastveé. V organismu
hostitele se larvy dostanou do gastrointestinalniho systému, kde se vyviji do stadia L4,
naposledy se vyviji pohlavni rysy jednotlivych cervli. Stadia L1-L3 mohou piezit

az nékolik mésici na pastvach (Scheuerle, 2009; Sangster a kol., 2018).
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Obr. 1: Jednotliva stadia H. contortus

Zdroj: prejato z pracovnich postupii — katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta v Hradci

Krdlové, upraveno

Dospéli éervi
y | vygivujici se
L4 krvi v abomasu

\

Vajicka v trusu

Vyvinuté vaji(‘iko

Obr. 2: Zivotni cyklus H. contortus

Zdroj: prejato z https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-

biology/haemonchus-contortus, upraveno
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1.3.4 Hemonchoza

Hemonchoza je nejvyznamnéjsi parazitdoza zpisobend GIN. PostiZzena jsou Castéji
oproti dospélym ovcim jehnata ve véku 6-10 tydnti. Pfenos je v piipadé plvodce
H. contortus bez mezihostitele, jelikoz z vaji¢ek v trusu ovci se lihnou larvy, které jsou
schopné pohybu ve vnéjsim prostiedi. Ve vajicku, které ma vlastnost zvySené rezistence
v podminkach vnéjsiho prostredi, jako je vysokd ¢inizkd teplota, dozravaji larvy
do infek¢niho stddia L3.V disledku rezistence je vajicko schopné vydrzet na pastvé
az 1 rok. Pro stimulaci uvolnéni larev z vajicka je potieba delSiho intervalu nizkych
teplot s postupujicim zvySenim teploty na 10 °C. Jehnata se snadnéji nakazi po skonceni
kolostralni imunity, kterou ziskala od bahnic. Obdobi proinvazi jehiat je u nas
nejcasteji v kvétnu a Cervnu, ale neni zcela vyjimecné i u starSich jehnat (Hordk, 2012).

Klinickym projevem je nahld tvorba akutniho zanétu stfev s akutnim prijmem,
ztrata pfijimani potravy a dehydratace. Hemonchdza se nejcastéji projevuje v akutni
formé s rychlosti nastupu zavislé na poctu pritomnych infekénich larev. Pro ovce akutné
infikované H. contortus jsou v disledku anémie typické bledé sliznice (zejména
u spojivek, normalné zbarvenych do Cerveno-riizové barvy), tmavé zbarvené vykaly,
slabost, otoky. Bez dostatecné lécby miize dochéazet k hypoproteinémii a z diivodu
ztraty krve az k ventralnimu edému. Pti chronické form& se mlze projevit snizena chut’
k jidlu, ztrata vahy aanémie. Hemonchoza se vramci stada projevuje v nékolika
stupnich. Ve znacné mife je geneticky podminéna, ale vyznamny vliv ma také nutricni
stav jednotlivce, proto neni obvyklé, ze by dochdzelo ve stadu ke stejnym projeviim

onemocnéni (Besier, 2016; Horak, 2012; Mushonga a kol., 2018).

1.3.5 Lécba

Kontrola nadinfekci vlasovkou slezovou je doznaéné miry zaloZena
na preventivnim nebo terapeutickém pouziti anthelmintik (Tab. 3). VétSinou jsou stada
ovci oSetfovana dvakrat nebo vicekrat rocné. Na jafe, kdy zac¢ind obdobi pastvy,
ana konci léta, kdy je kontaminace pastvy larvami vysoké a také zvifata jsou vysoce
infikovana dospélymi cervy. Dalsi 1éCba se provadi pii projevu klinickych piiznaki

(Scheuerle, 2009).
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1.3.5.1 Benzimidazoly

Aktudlné vyuzivané latky ztéto skupiny anthelmintik albendazol, tiabendazol,
fenbendazol, oxfendazol a mebendazol jsou na trhu od konce 70. let 20. stoleti. Zastupci
benzimidazoli ptisobi na hlistice na bunéné urovni inhibici polymerace mikrotubult,

ktera nakonec zplisobi bunécnou smrt.

1.3.5.2 Imidazothiazoly/tetrahydropyrimidiny

Druhd skupina Sirokospektrych anthelmintik byla syntetizovdna na konci 60. let
minulého stoleti a nejcastéjSim zastupcem je levamisol. Jeho pouZiti je predevSim
u malych ptfezvykavcu. V nékterych zemich se také vyuziva pro 1é€bu u ovci morantel.
Obecné plati, ze H. contortus je, 1 pres zvySenou rezistenci ostatnich hlistl, stale citlivy
pfi pouziti levamisolu vice nez u jinych 1é¢iv. Tato skupina 1é¢iv plsobi jako nikotinovy

agonista proti acetylcholinovym receptorim.

1.3.5.3 Organofosfaty

Mezi organofosfatova anthelmintika se fadi naftalofos, triclorfon a pyraclyfos.
Jelikoz jde o organofosfaty, inhibuji aktivitu acetylcholinesterdzy, aproto jsou
potenciondlné toxické jak pro savce, tak pro cilové parazity. DileZita je zde opatrnost
pii pouziti. U H. contortus bylo popsano malo ptipadi rezistence u této skupiny léciv.
Tato skupina neni vSeobecné dostupnd, avSak miize byt uziteCna v pripadé rezistence

k ostatnim skupinam.

1.3.5.4 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony se pouZivaji od 80.let minulého stoleti. Radime mezi
n¢ ivermektin, milbemycin a moxidektin. Tyto latky ptsobi proti vétSin¢ druhii a proti
vSem stadiim hlistic. Hlavnim mechanismem u¢inku je naruSeni nervového pienosu
pusobenim glutamatem ftizenych chloridovych kandli. U H. contortus je rozsifena

rezistence k ivermektinu.

1.3.5.5 Salicylanilidy a substituované fenoly

Zastupci této skupiny klosantel, rafoxanid, disofenol a nitroxynil ptisobi inhibici
energetického metabolismu, a to inaktivaci oxidativni fosforylace. Klosantel a disofenol

maji prodlouzenou dobu tc¢inku na n¢kolik tydnt po podani.
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1.3.5.6 Aminoacetonitrilové derivaty

Jedingym zastupcem, predstavenym koncem roku 2000 jako nejnovéjsi typ
anthelmintika, je monepantel. JedineCny mechanismus uc¢inku spoc¢ivd v inhibici
nikotinového acetylcholinového receptoru. Iv pfipadé monepantelu byly hlaSeny

vyskyty rezistentnich populaci H. contortus.

1.3.5.7 Spiroindoly

Zastupcem této skupiny je derquantel, ktery neni samostatné plné¢ funkéni, vyrabi
se v kombinaci s abamektinem. Derquantel je cholinergni nikotinovy antagonista

(Besier a kol., 2016).

Tab. 3: Prehled 1é¢iv u H. contortus

Hostitel Parazit Trida l1éku

Aminoacetonitrily (AA)
Benzimidazoly (BZ)
Ovce Haemonchus contortus Makrocyklické laktony
(ML) Salicylanilidy (SA)
Tetrahydropyrimidiny (TI)

Zdroj: Nguyen a kol., 2019

1.3.5.8 Kombinovana anthelmintika

Kromé& jednotlivych zastupci vySe uvedenych skupin anthelmintik se také
vyrabéji rizné kombinace téchto 1éCiv, avSak v nékterych statech nejsou akceptovany.
K dispozici mohou byt rizné smeési benzimidazoll, levamisolu, makrocyklickych
laktonti, klosantelu a organofosfati. Hlavnim t¢elem téchto kombinaci je zajiSténi vyssi
ucinnosti proti rezistentnim hlistim k jedné ¢i vice slozkam kombinace ¢i vyhoda
sniZeni selekce na anthelmintickou rezistenci (AR). Tyto kombinace jsou nyni zakladem
pro rutinni pouZiti.

Vznik rezistence u kombinovanych anthelmintik je méné ¢asty oproti jednotlivym
slozkam, avSak jsou jiZzaznamenany piipady vyskytu rezistence u H. contortus

k nékolika riiznym skupinam (Besier a kol., 2016).
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1.3.6 Lékova rezistence

Paraziticti Cervi zpisobuji po celém svété velikou zatéz pro lidi a zvifata. Lécba
helmint6z se stdvd méné uCinnou z divodu vzniku rezistence k jednomu ¢i vice
1é¢ivam.

Ke vzniku rezistence dochazi, kdyz parazit prezije 1€cbu anthelmintiky a pfenese
geny spojené s rezistenci na své potomky. S dalSi selekci a reprodukci se tyto geny
v populaci parazita zvySuji. Pravidelné ¢inadmérné uzivani téchto léCiv pfispiva
ke zvySené selekci v nasledujicich generacich hlisti. H. contortus ma vysokou
genetickou rozmanitost, aproto dochdzi k rychlému vybéru rezistentnich jedincii.
U mnoha druhii hlistic je pozorovan vyvoj rezistence vuci vice tiidam 1é¢iv, ba dokonce
extrémni ptipad u H. contortus, kdy byla hlaSena rezistence vuci kazdé tridé 1éciv
(Sangster a kol., 2018; Nguyen a kol., 2019).

Jako alternativni zplsob kontroly paraziti u hospodaiskych zvitat se pouzivaji
i nechemické metody — vyziva ¢i vakcinace. Ty jsou Setrnéj$i k Zivotnimu prostiedi
a mohou také snizit zavislost na pouzivani 1é¢iv. AvSak zadna ztéchto metod neni
natolik U¢innd, aby se obeSla bez doplnéni anthelmintik. Tato fakta jasné naznacuji,
ze je nezbytny objev novych chemickych 1é¢iv s odliSnym mechanismem ucinku proti
rezistentnim parazitim hospodatskych zvirat (Nguyen a kol., 2019).

Prvni zprava o AR u H. contortus, ato konkrétné na benzimidazoly, je zroku
1964. Po 10 letech byla rezistence pravidelné zjiSténa u vétSiny parazitd ovci. Jelikoz
se u téchto hlistic vyvinula rezistence jako prvni, znalosti o rezistenci jsou zkoumany
prave na nich.

Zatim jedinym popsanym molekularnim mechanismem rezistence je na
benzimidazoly a to polymorfismus jednoho nukleotidu (SNP) v izotypu
tubulinu 1 u H. contortus. Jednad se o ptiklad fenotypu, ktery piedstavuje snizenou
vazbu na tubulin, a genotyp piedstavujici moZnou genetickou zménu ve vazebném
misté pro benzimidazoly (Nguyen a kol., 2019; Sangster a kol., 2018).

Biotransformace benzimidazolovych ptipravkl u vlasovky slezové se podle studie

Kellerova a kol., 2020 déli dle citlivosti jednotlivych izolatd na tfi kmeny.
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1.3.7 Diagnostika hemonchozy

V souvislosti s volbou spravné 1écby avyvarovani se vzniku rezistence
k anthelmintikiim je jednoznacné zasadni spravna identifikace jednotlivych druht
parazitl. Znalosti tykajici se epidemiologie parazitarnich gastroenteritid jsou nezbytné
pro vytvoreni udrzitelnych strategii pro kontrolu pfitomnych paraziti (Amarante, 2011).

Ptitomnost H. contortus u divokych nebo domécich prezvykavci lze detekovat
mikroskopickou identifikaci vajicek nebo kultivovanych larev. Je to metoda levna
apomérné spolehlivd, avSak vyzaduje personal s odbornymi znalostmi. Kvili vétsi
Casové naroCnosti neni tato metoda dale vhodna pro rutinni pouziti. Podle ucelu
identifikace je potfebné vybrat vhodnou metodu z hlediska naro¢nosti na provedeni,
Casu aucinnosti. Diagnostika podobnych stadii parazitickych cervii na zakladé
morfologickych rozdili mize byt obtiznd, proto je mnohdy vhodnéjsi vyuziti
molekularnich technologii.

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) jejednou =z molekularnich metod
zaloZzenych na vySetfeni deoxyribonukleové kyseliny (DNA) parazita. Pomoci
kvantitativni polymerazové reakce (QPCR) Ize urcit mnoZstvi produktu PCR v redlném
case. Tato metoda ma potencidl ve vyssi citlivosti (oproti mikroskopii), automatizaci
a uspofe Casu. Jako dalSi molekularni metodu Ize zminit izotermickou amplifikaci
zprostiedkovanou smyckou (LAMP), ktera amplifikuje cilovy segment DNA pomoci
Ctyt riznych primerti jedine¢né navrZzenych prorozpoznani Sesti odliSnych zén
na cilovém genu. qPCR a LAMP maji potencidl zlepsit diagnostické schopnosti a lépe
pochopit, zda dochazi ke kiizovému pienosu had’atek mezi divokymi a domécimi
piezvykavcei a zda je to vyznamny faktor pro vyvoj rezistence u chovll hospodaiskych
zvirat (Ljungstrom a kol., 2018; Gill a Hadian., 2020; Maddocks a Jenkins, 2017).

Jednou z alternativnich strategii pro kontrolu AR je cilend lécba (targeted
treatments — TT), pti které se 1éCi celd skupina zvitat podle zavaznosti infekce. Druhou
strategii je cilend selektivni 1éCba (targeted selective treatment — TST), pfiniz jsou
lécena jednotlivd zvifata, ukterych byly zjiStény prahové hodnoty u jednotlivych
ukazatelll. Stanovuji se klinické pfiznaky hemonchozy, pokles produktivity, skore stavu
téla (body condition score — BCS), pocet vajicek v trusu (faecal egg count — FEC) nebo
prirastek hmotnosti.

Systtm FAMACHA®O vznikl k diagnostice anémie uzvifat postizenych

hemoncho6zou a pouziva se spolu s TST. U FAMACHA®O se hodnoti barva o¢ni sliznice
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podle standardizované sady péti barev. Barva ocni sliznice se odviji dle hodnot
hematokritu (Ht) a oznacuje se F1-F5, kdy se v ptipadé skore F4—F5 zviratim nasazuje
anthelmintickd 1écba. V piipadé F3 skore se zvifata podrobi dalSim vySetfenim
pro pfipadné nasazeni lécby. Cilem téchto metod je snizeni frekvence anthelmintické
1é¢by a tim sniZeni rizika vzniku rezistence k t€émto latkdm (Cintra a kol., 2018; Calvete

a kol., 2020).

Obr. 3: FAMACHAQO test

Zdroj: prejato z
https://www.researchgate.net/publication/315628684 HAEMONCHUS CONTORTUS AND OVINE H
OST A RETROSPECTIVE REVIEW/figures?lo=1, upraveno

1.3.7.1 Sledovani rezistence u vlasovky slezové

Rezistence na anthelmintické slou¢eniny u GIN ovei je v soucasné dobé
kosmopolitni a druhy rezistentni k jednomu ¢i vice 1é¢iviim jsou béZné po celém svEte.
Informace o AR v evropskych zemich jsou znamy hlavné u benzimidazoli (BZ),
obCasné hlaseni rezistence na levamisol a v ojedinélych pfipadech na makrocyklické
laktony (ML) (M. Dolinska akol., 2014). Efektivni sledovani rezistence je dilezité
pro udrZeni vysoké uc¢innosti aktudln¢ dostupnych 1é¢iv a pro zabranéni dalSimu vyvoji

rezistence. To je diillezit¢ predevSim v oblastech, kde je stale maly podil rezistentnich
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populaci, aproto je zdsadni mit k dispozici dostateéné citlivé metody pro detekci
rezistence.

K monitorovani AR u vlasovky slezové se nejCastéji vyuziva sledovani lihnuti
vajicek a vyvoj larev. Pro terénni screening rezistence se povazuje za nejvhodnéjsi test
redukce poctu vaji¢ek v trusu, avSak jeho naro¢nost na ¢as, praci a naklady z ného déla
zna¢n€ nepraktickou metodu pro vétsi vyzkumy. Testy lihnuti vajicek (EHT) a testy
vyvoje larev (larval development test; LDT) jsou vhodné pro detekci rezistence na BZ
a LDT také na levamisol. Potencidl téchto testll je sniZzen pfii provedeni, kdy dochazi
ke snizené citlivosti pfi vyskytu <259% rezistentnich jedinci v dané populaci.
Pro zvyseni citlivosti testi se doporucuji rozliSovaci davky, které zabranuji lihnuti
vajicek, anebo pfitomnost 99 % citlivych vajiCek vyvijejicich se nalarvy L3 v LDT

(Varady a kol., 2007).

1.4 Strojové uceni (machine learning)

Strojové uceni je odvétvi informatiky, které ma obecné za cil umoZznit pocitactim
,ucit se* bez ptimého programovani. Tim se 1ii od ,,umél¢é inteligence®, kterd je Casto
pouzivana zdménou za strojové uceni, avSak lisi se svym odkazem ,,mysliciho stroje*
¢1 automatizovanym rozhodovanim. Pocatky odvétvi strojového uceni sahaji do 50. let,
a to konkrétné do roku 1959, kdy Arthur Samuel, tehdejs$i vyznamny pocitacovy védec,
uzil poprvé pojem strojového uceni. V soucasné dobé toto odvétvi klade daraz
na praktické vyuziti, zejména na predikci a optimalizaci. Pocitace se ,,u¢i“ pomoci

ree
1

zlepSovani vykonu u tkoll prostfednictvim ,,zkusenosti*. Takova ,,zkuSenost* prakticky
znamena piizplsobeni se pfijatym datlim, neexistuje jasnd hranice mezi strojovym
ucenim a statistickymi pfistupy. Obecné se jedna o algoritmy, které pfijimaji vstupni
data, aplikuji pocitaovou analyzu k ptfedpovédi vystupnich hodnot v pfijatelném
rozsahu presnosti, identifikuji vzorce a trendy v datech, nakonec se pouci z ptfedchozich
zkuSenosti. Strojové uceni se obecné zamétuje na velké datové soubory.

Strojové uceni zahrnuje rtizné vypocetni metody, kterymi mohou stroje vytvaret
piesny datovy model podle toho, jak dobfe model podporuje dany ukol. Modelem
se rozumi funk¢ni reprezentace datové sady (reprezentace libovolného mapovani, které

je mozné zndzornit tak, aby véazalo ¢asti datové sady na konkrétni hodnotu na konkrétni

méfici stupnici).
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Rozlisujeme dva typy uceni — kontrolované a bez dozoru. U kontrolovaného uceni
(supervizované uceni) je pocita¢ vybaven funkcemi souvisejicimi scili uceni
(napt. rizikové faktory u pacientll) a pozadovanymi opatfenimi k dosazeni vysledku
(napft. diagndza) s cilem identifikovat vazby mezi témito soubory dat. Pro pfedstavu
se uvadi jednoduchy piiklad tréninku urozliSeni mezi jablky, pomeranci a citrony.
Funkce jako barva, velikost, tvar a hmotnost kazdého druhu ovoce je do algoritmu
pridavéna, ten se postupné uci kombinaci téchto vlastnosti rozliSovat. Na zaklad¢ tohoto
uceni by pii podéani ,,neoznaceného* ovoce mél byt model schopen ptedpovédét, o jaky
druh ovoce se jedna.

Uceni bez dozoru, pfikterém je pocitac vybaven nezafazenymi datovymi
zdznamy, aby rozpoznal a ur€il, zda jsou pfitomny néjaké latentni vzory. Na rozdil
od kontrolovaného uceni, které se zabyva klasifikaci a regresi. Uceni bez dozoru se uci
shlukovanim a snizovanim dimenze.

Klastrovani oznacuje identifikaci skupin v datech. To znamend, Ze algoritmus
poskytuje data, analyzuje je aurcuje vnich piipadné podobnosti. To umoziuje
seskupeni podobnych subjekti (Obr €. 4).

Vétsina modelt strojového uceni popsanych v I¢karské literatufe podporuje
funkéni mapovani mezi souborem hodnot, nejCastéji spojenych s jednim klinickym
pfipadem a jedinou kategorii. Soubory dat popisujici rizné ptipady tzv. funkce na ose
»X", které jiz odbornici spojili se ,,spravnymi‘ hodnotami zaznamenanymi na ose ,,y*.
Datovi védci programuji stroje pro optimalizaci daného modelu (to znamend zvySeni
presnosti pfedpovidani hodnot na ose ,,y* na zdkladé¢ nezndmé funkce na ose ,x“
pfevzaté z cilové populace) autonomnim a interaktivnim vyladénim jeho parametri.
Proces, ktery stroje aplikuji na ¢ast dostupnych dat (tréninkovd data) bez ptimého
programovani, je oznaCovan jako strojové uceni. Opakovanim takovych procest
se optimalizuji parametry modelu ziskdvanim poctu chyb na zéklad¢ poctu opakovani.
Dale se takova data pouziji na testovacich datech, kterd selisi od dat tréninkovych,
a to z diivodu zjisténi, zda je model pfipraveny pro konkrétni prakticky cil.

BéZzn¢ pouzivanou technikou proplné wvyuziti dat ve fadzi optimalizace
a vyhodnoceni je k-nasobnd kitizova validace, ktera vyzaduje nahodné rozdéleni
dostupnych dat do nékolika podmnozin. Kazdd podmnozina je pak vyuzita jako
testovaci sada, zatimco ostatni se vyuzivaji k tréninku. Primérny vykon modelu
1ze na neviditelnych datech odhadnout pfesné€ji. Ve skutecnosti strojové uceni vyzaduje

dikladnou préaci odborniki v ¢innostech zvySujicich ucinnost celého procesu,
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do které¢ho zahrnujeme shromazd’ovani pfesnych a reprezentativnich dat, vybér funkei
pro optimalizaci modelu aumeéni je transformovat pro usnadnéni procesu. Mezi
nejcastéjsi modelové rodiny pro konkrétni cile jsou podpora vektorovych stroji (support
vector machines — SVMs), nahodny les, Bayesovské klasifikatory nebo umélé
neuronové sité. Slozitost modelu 1ze charakterizovat podle poc¢tu pouzitych funkeci, typu

modelu a poctu jeho parametrti.
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Obr. 4: Klastrovany algoritmus K-means (nejjednodussi algoritmus pro uceni bez
dozoru), podle kterého jsou data seskupena do skupin na zakladé podobnosti

Zdroj: prejato z https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/joim.12822

1.4.1 Uméla neuronova sit’

Uméld neuronova sit’ (artificial neural network — ANN) je inspirovana
signalizatnim chovadnim neuront v biologickych neuronovych sitich. K analyze
slozitych interakci mezi skupinou méfitelnych proménnych zaucelem piedpovedi
vysledku se pouzivaji struktury ANN, které jsou slozené zpopulace neuronil
propojenych slozitymi signdlnimi cestami. V podstaté¢ by se dalo fict, ze ANN maji

C¢e

vrstvy ,,neuront spojenych ,,axony*, a tak jsou seskupeny do vstupni vrstvy, do jedné
nebo vice stiednich vrstev a do vystupni vrstvy. Neurony ve vstupni a vystupni vrstve
odpovidaji nezavislym a zavislym proménnym. Neurony sousednich vrstev komunikuji
prostfednictvim aktivacnich funkci, které prevadéji soucet vstupli na neuronu na vystup.
Podle typu aktiva¢ni funkce muze byt vystup dichotomicky nebo spojity (Cabitza

a Banfi, 2018; Bi a kol., 2019; Handelman a kol., 2018).
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Obr. 5: Schéma neuronové sité

Zdroj: prejato z https://portal. matematickabiologie.cz/index.php?pg=analyza-a-hodnoceni-biologickych-
dat--umela-inteligence--neuronove-site-jednotlivy-neuron--uvod-do-neuronovych-siti--koncept-umele-

neuronove-site

1.4.2 Analyza obrazu, pocitacové vidéni

Jednou z oblasti umélé inteligence je doména pocitacového vidéni. Smyslem této
oblasti je vnimat svét umélou inteligenci podobnym zptsobem jako je vnimani u lidi,
a dokonce u toho vyuzit i vice znalosti pro celou fadu tkold. Pokroky v pocitacovém
vidéni v ramci technologie hlubokého uceni byly vytvofeny a zdokonaleny diky
konkrétnimu algoritmu — konvolu¢ni neuronové sit’ (convolutional neural network;
CNN).

CNN je algoritmus hlubokého uceni inspirovany biologickymi procesy slouzici
ke zkoumani vizualnich obrazii. Ve vstupnim obraze se pfifadi vyznam a na takovém
zakladé musi byt algoritmus schopen rozliSit jeden obraz od druhého. Architektura
CNN je analogickéd s architekturou propojeni neuront v lidském mozku. Jednotlivé
neurony reaguji na podnéty pouze v omezené oblasti zorného pole nazyvané recepéni
pole. Soubor téchto poli se prekryva a pokryje celé vizudlni pole. CNN umi Gspésné
zachytit prostorové a Casové zavislosti v obraze pomoci pfislusnych filtri. V posledni
dobé¢ techniky CNN pokrocily na regionalni CNN (region based convolutional neural
network; R-CNN) ptedevSim v oblasti detekce objektl, kategorizace obrazkii nebo
segmentace obrazu. CNN identifikuje pouze tfidu objektu bez umisténi objektu

v obrazku. Jesté vétsim problémem je u CNN vice objektl v obraze, a to kvili zvysené
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interferenci. Vyhodou u R-CNN je selektivni vyhledavani cilové oblasti v obraze
a ve spojeni s CNN danou oblast kategorizuje jako popiedi a pozadi. V soucasné dob¢
je R-CNN nejlepsi detektor na bazi CNN, protoze identifikuje polohu objektu v obrazu,
a to 1 v ptipad¢ vyskytu vétsiho poctu objekti.

Z mnoha diivoda se R-CNN upravil pro dalsi modifikace algoritmi, diky kterym
se proces detekce a klasifikace objektl zrychlil a zptesnil. Jedna se napt. o rychly R-
CNN (fast R-CNN), rychlejsi R-CNN (faster R-CNN), detektor jednoho snimku (single
shot detector; SSD), maska R-CNN atd. (Saha, 2018; Bharati a Pramanik, 2020).

R-CNN: Oblasti s CNN funkci
Justorne

>{ouonarane

TV monitor? Ne

1. Vstupni 2. Ziskany 3. Vypocet CNN 4. Klasifikace oblasti
obrazek ndvrh funkce
oblasti

Obr. 6: Architektura R-CNN
Zdroj: prejato z https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-9042-5 56, upraveno

1.4.2.1 MASK R-CNN

Vramci rozsdhlého rozvoje v oblasti pocitacového vidéni dochéazi k fadé
nejmodernéjSich  ukonit  vcetné¢ klasifikace a detekce objektl, sémantické
segmentaci atd. Detekce objektii a vysledky sémantické segmentace se velmi rychle
zlepSily béhem kratké doby, ato pfedevSim diky vysoce vykonnym systémim —
fast/faster R-CNN a plné¢ konvolu¢ni neuronové siti (fully convolutional network;
FCN).

Detekce objekti vytvoii ramecek kolem jednotlivych tiid (objektil) v obraze,
tim se ziska sada soufadnic ohranicujicich rameckli. Segmentace instanci je narocna,

jelikoz vyzaduje spravnou detekci vSech objektd v obraze azarovenl vyzaduje
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segmentovat kazdou instanci. Jednd se o pfirozeny dalsi krok detekce objektu
v pfechodu od hrubého rozpoznavani instanci na trovni pole k pfesné klasifikaci
na urovni pixelil. Jedna se o kombinaci prvkl pocitatového vidéni pro detekcei objekti,
kde se klasifikuji jednotlivé objekty a zarovein se kazdy lokalizuje pomoci ohrani¢ené¢ho
ramecku a prvkld sémantické segmentace. V segmentaci je cilem zaradit kazdy pixel
do pevné sady kategorii bez rozliSovani instanci objektt.

Obraz je souborem pixeli ajeho rozdéleni do riznych casti tzv. segmenti
se vyuzije pro presn¢js$i zpracovani obrazu. Pomoci segmentace obrazu se seskupuji
dohromady pixely spodobnymi atributy. Vznika ,pixelovd maska*“ kazdé tiidy

v obraze, a proto pfinasi mnohem vice podrobnéjsich informaci.

Osoba 1

Sémanticka segmentace Segmentace instanci

Obr. 7: Rozdily v segmentaci obrazu

Zdroj: prejato z https://www.analyticsvidhya.com/blog/2019/04/introduction-image-segmentation-
techniques-python/?utm_source=blog&utm_medium=computer-vision-implementing-mask-r- cnn-image-

segmentation, upraveno

v

Metoda ,,mask® R-CNN je rozSifenim pro ,faster R-CNN, kterd jirozsifuje
pfidanim vétve pro predpovéd’ segmentacnich masek v kazdé cilové oblasti (region
of interest; Rol). Nova vétev je paralelni s jiz existujici vétvi pro klasifikaci a regresi

ohranicujiciho ramecku (Huang a kol., 2019; He a kol., 2017; Sharma, 2019).
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Klasifikovamy
ramecfek

Obr. 8: Mask R-CNN segmentace instanci

Zdroj: prejato z https://openaccess.thecvf.com/content ICCV _2017/papers/He Mask R-
CNN _ICCV 2017 paper.pdf, upraveno
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2. Cil prace

Cilem této prace bylo

=  sledovani ucinnosti vybranych benzimidazolovych anthelmintik u tii
kmenti vlasovky slezové pomoci metody EHT

= optimalizovat metodu EHT za pomoci strojového uceni
Dil¢i ukoly pak byly nésledujici:

= nakaza ovci vlasovkou slezovou (kmeny ISE, IRE, WR)

= odbér trusu nakazenych ovci

= izolace vajicek (kmen ISE, IRE, WR) z trusu ovci

= mikroskopické hodnoceni u¢inku anthelmintik u jednotlivych kmeni

= anotace mikroskopickych obrazkli pomoci programu ,,VGG image
annotator (VIA)

= porovnani vysledkidi manualniho a pocitacového vyhodnoceni EHT
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3. Experimentalni Cast

3.1 Biologicky material, technické vybaveni, pomiicky,
reagencie

3.1.1 Biologicky material

Pro tuto praci byla pouzita vajicka vlasovky slezové (Haemonchus contortus)
izolovana z trusu ovci. Ovce byly nakazeny citlivym kmenem ISE (Inbred Susceptible
Edinburgh, MHco3) a rezistentnimi kmeny. Jednalo se o jihoafricky multirezistentni
kmen WR (White-River) a kmen /RE (Inbred Resistant Edinburgh, MHco5) (Vokial
akol., 2012, Yilmaz akol., 2017). Zvifata byla ustijena v akreditovanych stdjich
v Zemédelské spolecnosti Byst' v krytych boxech s pravidelnym ptisunem cerstvé vody
apotravy. Pocelou dobu experimentu byla zvifata kontrolovana pomoci
FAMACHAO® testu a pod odbornym dohledem prof. RNDr. Jifiho Lamky, CSc. Bylo
snimi zachazeno dle postupli schvalenych etickou komisi Ministerstva Skolstvi,
mladeZe a t&lovychovy, podle protokolu MSMT-25908/2014-9. Veskeré experimenty
probéhly v souladu se zdkonem €. 246/1992 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani ve znéni

pozd¢jsich predpist.

3.1.2 Technické vybaveni

= Analytické vahy — Sartorius

= Automatické pipety — Eppendorf

= Centrifuga — Eppendorf, Centrifuge 5810R

= Inkubdator — Binder

= Inverzni mikroskop

= Magneticka michacka

=  Mikroskop s kamerovym systémem — Nikon Eclipse Ti
= Plotynka

* Program pro anotaci VGG image annotator (VIA)

=  Vortex — BioSan
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3.1.3 Pracovni pomiicky

Laboratorni sklo, pinzeta, plastové mikrozkumavky Eppendorf, stojany

na zkumavky a mikrozkumavky, sterilni pipetovaci Spicky, 1zicka, fotografické misky,

stticky, rukavice, saci papir, konické zkumavky s vickem, sita, 96-jamkové titracni

desticky, hacky na zaclony, leukoplast, sd¢ky na exkrementy, niizky, bunicina.

3.1.4 Chemikalie a reagencie

Redestilovana voda (ddH,0)

Destilovana voda (dH2O)

Dimethyl sulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich
Sachar6zovy flota¢ni roztok

Tiabendazol — Sigma-Aldrich

Albendazol — Sigma-Aldrich

Lugolav roztok
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3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Odbér biologického materialu

Obr. 9: Ukazka ochrany proti kontaminaci mo¢i

Zdroj: Vlastni fotografie

Zdravd jehnata vevéku 6mésici byla perordlné infikovana poctem
8 000 infekénich larev tfetiho vyvojového stadia (L3). U jednotlivych jehnat se peclivé
zaznamenal podany kmen. Ctyii tydny po infekci (p.i.) se jednotlivetim nasadily sacky
obepinajici pouze fitni otvor pro odchyceni stolice, ato zdivodu ochrany proti
kontaminaci moci, kterd plsobi ovicidn€. SaCky se pevné ptipevnily k viné pomoci
hackti na zaclony a po 24 hodinach se odebraly anasadily nové. Tento postup

se opakoval po dobu 7 dni.
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Obr. 10: Ukazka nasazenych sacki u jehiat

Zdroj: Viastni fotografie

3.2.2 Izolace vajicek

K izolaci vajicek ovc¢iho trusu byla pouzita tii sita o rozmérech vnitinich ok 250,
100 a 25 pm. Odebrany trus byl zality studenou kohoutkovou vodou v kadince
a ponecham v digestofi po dobu nejméné 1 hodiny. Rozmoceny trus se ru¢né rozmélnil
analil napfedem navlhéené sito s oky orozméru 250 um. Pod sity byly polozeny
fotografické misky pro zachyceni filtratu ze sit. Manipulace se sity zahrnovala jemné
ruéni pasirovani pomoci krouzivych pohybu sitem. Propasirovany trus pies sito se jesté
nékolikrat promyl malym mnoZstvim vody. Poté se filtrat ptelil na sito s oky o rozméru
100 um. Opakoval se postup promyvani malym mnozstvim vody ajemnym ruc¢nim
pasirovanim. Filtrat se opét pielil na posledni sito s oky o rozméru 25 pm a nékolikrat
promyl vodou. Pomoci stficky naplnéné vodou se peclivé omyl povrch celého sita
a fotografické misky (stény, zdhyby, spodni cast sita), aby nedoslo ke zbyte¢né ztrate
vajicek prichycenych k povrchu, aslil se do kadinky. Takto vznikl filtrat s vajicky

H. contortus z trusu ovci.
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Obr. 11: Pomucky pro izolaci vajicek z ovéiho trusu

Zdroj: Vlastni fotografie

Ziskany filtrat byl rozdélen do koénickych zkumavek o objemu 50 ml, uzavieny
vickem a stoCeny v centrifuze (1600 rpm, 3 minuty). Po centrifugaci se odlil jednim
tahem supernatant a ke zbylému sedimentu se pfidal flota¢ni roztok (Cisty nasyceny
sachar6zovy roztok o hustoté 1,27 g.cm™) do ¥% zkumavky. Poté se promichal flotaéni
roztok se sedimentem pomoci kovové ty€inky a doplnil po rysku zkumavky. Pomoci
pieklopeni se jesté¢ jednou obsah zkumavky promichal anechal stocit v centrifuze
(1000 rpm, 3 minuty). Po stoCeni se na povrchu vytvofil svétly povlak obsahujici
vajicka, ktery se odebral (cca 3 ml) pipetou o objemu 1 ml do nové konické zkumavky
o objemu 15 ml a doplnil flotacnim roztokem. Poté se opét zamichal a nechal stocit

v centrifuze (1000 rpm, 3 minuty). Tento krok byl opakovan dle potieby pro precisténi
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vajicek. Po dostatecném procisténi vajicek (cca 3—4x) se opét odebral svétly povrch (cca
2 ml) donové zkumavky o objemu 15 ml. Soucasn¢ se smyla do stejné zkumavky
vajicka zachycena ve vicku redestilovanou vodou. Zkumavka se doplnila vodou
a nechala stocit v centrifuze (1600 rpm, 3 minuty). Po vyliti supernatantu jednim tahem
se pfidalo trochu vody k sedimentu a zkumavky obsahujici stejnd vajicka (ISE, IRE,
WR) seslily dojedné zkumavky. Poté sezkumavka doplnila vodou a stocila
v centrifuze (1600 rpm, 3 minuty). Po odliti supernatantu se k vajickim pfidalo
potfebné mnozstvi (cca 2 ml) studené vody z kohoutku a promichalo se pomoci kovové

tyCinky.

Obr. 12: Sediment s vajicky usazeny na dné zkumavky po centrifugaci

Zdroj: Viastni fotografie
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Ze ziskanych promichanych suspenzi vajiek se ze sttedu zkumavky odebralo 5 x
10 ul. Napodlozni sklicko se vytvorilo 5 kapek, ve kterych se pod mikroskopem
pozorovala a pocitala vajicka. Po secteni vaji¢ek ve vSech kapkach se vypocital primér
a vysledek se pfepocital na 1 ml suspenze a podle celkového objemu suspenze se ziskal

celkovy pocet vajicek.

Obr. 13: Vajicka H. contortus pod mikroskopem, zvétSeni A) 10x; B) 20x
Zdroj: prejato z
https://www.researchgate.net/publication/318764487 Muerte_subita_por_alotrofagia y hemoncosis_en

_una_cabra_Capra_aegagrus_hircus_del departamento_de cordoba_Colombia/figures?lo=1, upraveno

3.2.2.1 Priprava flota¢niho sachardézového roztoku

Do veliké kadinky (cca 1000 ml) se pfidalo zhruba 1kg cukru krystal a 700—
750 ml redestilované vody. Na magnetick¢ michacce se za pomoci michadla nechal
roztok misit zhruba 30 minut. Po rozpusténi cukru se pomoci stupnice na hustoméru
sledovala hustota, kterd méla mit hodnotu 1,27 g.cm™ V piipadé potieby se piisypal
dalsi cukr anechal se promisit do pozadované hodnoty. Vznikly roztok byl rozdélen
do uzaviratelnych nadob peclivé popsanych a prelepenych paskou pro ochranu proti

vyliti. Nadoby byly uloZeny do chladici mistnosti o teploté 10 °C.

3.2.3 Egg hatch test (EHT) -sledovani acinku albendazolu
a tiabendazolu u jednotlivych kmenii
EHT byl pouzit pro porovnani ucinnosti benzimidazolovych anthelmintik
tiabendazolu (TBZ) a albendazolu (ABZ) u tfi kmenti vlasovky slezové. Porovnavala
se schopnost  vajicek jednotlivych kmenli vyvijet sedolarev L1 v rtiznych

koncentracich téchto 1é¢iv.
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Test se provadél v triplikatech na 96-jamkové desti¢ce. Pro rozpusténi 1éciv byl
pouzit DMSO, a to nejprve na tvorbu zdsobniho roztoku o koncentraci 2 mM a jeho
nasledné¢ fedéni (vzdy 1:1) do dalSich zasobnich roztoki. Vysledné koncentrace
v jednotlivych jamkach se ziskaly pfidanim 199 ul vodného roztoku s vajicky, coz bylo
zhruba 60 vajicek/200 pul v 1 jamce. Vysledné koncentrace 1é¢iv v roztoku s vajicky
byly 0,039; 0,078; 0,156; 0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 uM a kontrola byla 0,5 %
DMSO. Vajicka se nechala inkubovat 48 hodin pfi teploté 27 °C, poté se piidalo 10 ul
1 % vodného Lugolova roztoku do kazdé jamky pro ukonceni testu. V jednotlivych
koncentracich a kontrolach se spocital pocet nevylihnutych vaji¢ek a pocet larev
v prvnim stadiu (L1) pod inverznim mikroskopem piizvétSeni 40x. Za pomoci
logaritmicko-koncentraéniho modelu se vypocitala hodnota ICso (takova koncentrace,
kterd zabrani lihnuti 50 % pfitomnych vajicek). Experiment byl nezdvisle zopakovéan

tiikrat.

3.2.4 Aplikace strojového uceni

3.2.4.1 VylepSeny EHT (improved egg hatch test; iEHT)

Po inkubaci 48 hodin pfi teploté 27 °C ve vySe uvedenych koncentracich 1é¢iv
se 96-jamkova desticka vyfotila pomoci mikroskopu s kamerovym systémem. Vzniklé
snimky se pouzily pro anotaci vajicek a larev v programu VGG image annotator (VIA)

version 2.0.8. Tento program pracoval v internetovém prohlizeci.
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Obr. 14: Mikroskop s kamerovym systémem Nikon Eclipse Ti

Zdroj: Vlastni fotografie

Na snimcich se oznacovala vajicka alarvy pomoci funkce mnohouhelniku.
Pomoci této funkce se co nejptfesnéji rozmistily body ohranicujici dany utvar pro ucel
strojového uceni rozpoznat jednotliva stddia. Rozpoznavana stadia H. contortus byla
vajicko (egg), druhé (L2) atieti (L3) larvalni stddium. V ojedinélych piipadech
se na snimcich vyskytovala prvni (L1) larvalni stadia, ktera se fadila spolu s larvami L2,
a to kviili minimalnim morfologickym rozdilim, ale pfedevs§im pro jejich nevyznamnost

pro tuto fazi strojového uceni.
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Obr. 15: Snimek vytvoieny pomoci mikroskopu Nikon Eclipse Ti s kamerovym systémem,
oteviceny v programu VIA. Jedna se o snimek jedné jamky na 96-jamkové desticce

Zdroj: Viastni obrazek
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Obr. 16: Oznaceni vajicka (egg) pomoci funkce ohranic¢eni-mnohouhelnik

Zdroj: Vlastni obrazek
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Obr. 17: RozloZeni bodi u oznacovanych stadii H. contortus

Zdroj: Viastni obrazek
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Obr. 18: Snimek s oznacenim vSech stadii

Zdroj: Viastni obrazek
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Obr. 19: Porovnani velikosti larev L2 a L3. V mnohych pfipadech doslo k prekryvu vice
larev, avSak pro oznaceni jednotlivci to pro strojové uceni necinilo komplikace

Zdroj: Viastni obrazek
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A B c D E| F G H I J K
1 image_name hco_stage instance_number y X equivalent_diameter perimeter area major_axis_length minor_axis_length filled_area
¢l test (1).jpg L3 1 420 4185356 483,2050697 87,86879195 680,9787514 6064 193,3085269 743575258 6064
3 test (1)jpg L3 2 170,3557038 1220,667912 9768792345 3688355698 7485  120,8904462 839948319 7495
4 test (1).jpg L3 3 533,0597938 848,4639175 74,54992027 443,0376259 4365 116,2903938 65,14973024 4365
] test (1).jog L3 4 458,0554117 833,1420311 70,12311403 2378233765 3862 7345561596 67,51947422 3862
[ test (1).jpg L3 5 9604379418 609,7418716 94,8046708 561,2802666 7074 139,5146059 95,47790734 7074
7 test (1) jpg L3 6 1083,821383 102942374 100,2544411 633,0142853 7894 163,4168859 1086,2022068 7804
8 test (1).jpg L3 7 1476,52805 1308,755472 100,609415 848,5006127 7950 226,0331142 97,02221795 7950
9 test (1).jog L3 8 1562,852075 1167,963534 8764390551 7124701295 6033 2416378174 67,48442093 6033
10 test (1).jpg L3 9 1835,880441 657,0939608 91,14063194 8324701295 6524 296,4325385 141,7152198 6524
1 test (1)pg L3 10 1384,843249 1727,083744 100,4003858 0140458146 7917 2656128984 83,16320377 7917
12 test (1).jpg L3 1 1306,890748 1801,117994 97,448650083 B27 5594872 7458 251,5286865 124,1481373 7458
13 test (1).jpg L3 12 1419,548435 1779,793485 77,33308569 280,1402783 4607 9240540455 67,38467316 4697
14 test (1) jpg egy 13 1528,027966 1114,372175 42,46085467 155,2314934 1416 5544814617 33,26227557 1416
18 test (1).jpg egg 14 1440,787115 1232,563025 42,64019313 148,1604256 1428 49,78566388 37,11145456 1428
18 test (1).jog egg 15 1405,360538 1249,185601 55,31360254 191,500668 2403 6586978351 46,85322331 2403
17 test (1).jpg egg 16 1295,431563 1327861083 49,02998126 176,0854544 1958 61,01012309 41,30793414 1958
18 test (1)jpg egg 17 4823156269 1147,713446 44,16563124 146,2253067 1532  50,45822913 38,85591586 1532
19 test (1).jpg egg 18 332,3262887 1620,825258 49,60994685 169,7106781 1940 5867233849 42,3935388 1940
20 test (1).jog egg 19 1289,641951 1484,00352 43,65621341 158,3259018 1487  58,03063804 33,31116053 1487
21 test (1) jpg egy 20 940,337599 1873,117002 45,70980303 156,2253967 1641 5451892903 38,53434121 1641
22 test (1).jpg egg 21 1158,514339 2000,633416 45,19155042 156,6396103 1604 53,20724898 38,84366412 1604
23 test (1) jog egg 2 1423,730192 2233,978738 42,38562253 1500243866 1411 5593020571 32,3310855 1411
24 test (1).jpg egg 23 1628,270062 2002,162551 49,75115752 172,2253067 1944 62,42353573 40,03384032 1944
25 test (1)jpg L3 24 2023,194416 1038,101523 86,74586854 3235573952 5910 9300483417 82,24994373 5910
26 test (1).jpg egg 25 571,921981 2139,522388 43,32153147 1486690476 1474 54, 78063706 34,50824536 1474
27 test (1).jog egg 26 740,7710643 2264,998891 47,02623643 159,6306103 1804 53,8454511 42,08988652 1804
28 test (1).jpg egg 27 6354261939 2369,258321 41,04778058 142,1248017 1382 48,26293185 36,67111212 1382
29 test (1).jpg egg 28 619,0077742 2334011129 40,02168596 136,0832611 1258 46,11508997 35,30161177 1258
30 test (1) jpg egg 29 503,019103 237811711 39,15329375 138,1837662 1204 51,16410113 30,24643271 1204
21 taet (1) ina snn an 151 RRNARAR 2150 212RRT 42 RTRANRAA 148 RARTNT 1444 R GRAN2ARA 24 R21R7R17 1444
extracted test ® ‘

Obr. 20: Ukazka vystupu dat v programu Microsoft Excel 2016

image_name-ndzev obrazku, ze kterého je cerv/vajicko (egg),

hco_stage-stadium H. contortus vajicko /L2 / L3

x-stredobod objektu (Cerva/vajicka) na ose x

y-stredobod objektu na ose y

equivalent _diameter-polomér objektu

perimeter-obvod objektu pixelech [px]

area-oznacenda plocha objektu v pixelech [px]

major_axis_length-nejdelsi primka, ktera Ize objektem prolozit [px]
minor_axis_length-délka kolmé primky na major_axis [px]

filled_area-oznacena plocha [px], ktera zahrnuje napr. i mezeru oznacenou v objektu

Zdroj: Vlastni obrazek
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3.2.5 Statisticka analyza

Vypocitané hodnoty a hodnoty zprogramu VIA byly zpracovany pomoci
programu Microsoft Excel, kde se spocitalo procentudlni zastoupeni vylihlych larev.
Ziskand hodnota slouzila k vypoctu vztazenému ke kontrole, ktera neobsahovala
anthelmintikum. Ziskana data se dale zpracovala v programu GraphPad Prism 9.0.2,
pomoci funkce Sigmoidal 4PL byly vypocitany hodnoty 1Csopro zhodnoceni u¢innosti
anthelmintik na lihnuti vajicek. Pro srovnani statisticky signifikantniho rozdilu mezi
ICsojednotlivych kment (ISE, IRE, WR) sepouzila funkce one-way ANOVA.
Pro zhodnoceni u¢innosti strojového uceni se vyuzila funkce T-TEST s hladinou

vyznamnosti P < 0,05.
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4. Vysledky

4.1 Porovnani lihnuti vajiCek tfrech kment (ISE, IRE, WR)
vlasovky slezové po expozici 1éCiv (albendazol,
tiabendazol)

Obr. 21 znazoriiuje ucinnost 1é¢iva albendazol po inkubaci 48 hodin u tfi kment
vlasovky slezové — ISE (citlivy kmen), /RE (rezistentni kmen) a WR (multirezistentni
kmen). Hodnota ICso(Tab. 4) byla ukaZzdého kmene rtizna. Nejniz§i hodnota byla
ukmene ISE (IC50=2,01 uM). Naopak ukmene [RE byla hodnota nejvyssi
(ICs0= 4,93 uM), a to vice jak dvojnasobna v porovnani s ISE kmenem. Body na kiivce

znazoriuji prumér + smérodatnou odchylku.

ABZ
-2 |IRE
80
-+ WR

60—

40 -

20

% vylihlych vajicek vztaZené ke kontrole

-1 0 1

Obr. 21: Porovnani tucinnosti 1é¢iva albendazol (ABZ) u tfech kmeni vlasovky slezové

Tab. 4: Hodnota ICs [pM] po expozici 1é¢iva albendazol

Hodnota ICso [pM]
ISE IRE WR
RIEZ 2.01 4.03 3.02
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Obr. 22 znazoriiuje vliv 1éCiva tiabendazol po inkubaci 48 hodin u tfi kment
vlasovky slezové — ISE (citlivy kmen), IRE (rezistentni kmen) a WR (multirezistentni
kmen). Hodnota ICso(Tab. 5) byla ukazdého kmene rtznd. Nejniz§i hodnota byla
ukmene ISE (ICso= 1,01 uM). Naopak ukmene [RE byla hodnota nejvyssi
(ICs0= 5,43 uM), témef péetinasobna v porovndni s ISE kmenem. Body na kiivce

znézornuji pramér + smérodatnou odchylku.

g TBZ
£
. - - |ISE
L 100 §-
2 = |RE
>E 80-
_lg —k— WR
-
E 60—
E 40+
£
>
= 20
g
=
-1

log koncentrace [uM]

Obr. 22: Porovnani ucinnosti 1é¢iva tiabendazol (TBZ) u tfech kmenu vlasovky slezové

Tab. 5: Hodnota ICso [uM] po expozici lé¢iva tiabendazol

Hodnota ICso [pM]
ISE IRE WR
TBZ 1,01 5,43 2,34
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4.2 Souhrnné porovnani jednotlivych kment vlasovky slezové
po expozici 1éCiv (albendazol, tiabendazol)

Na Obr. 23 jsou znazornény hodnoty ICso[uM] (Tab. 6) ze vSech méfeni tii
nezavislych experimenti po expozici l1éCiva albendazol (ABZ). Hodnota ICsou kmene
ISE  je 1,86 £0,44 uM, cozZ poukazuje navyssi citlivost oproti kmenu [RE
se signifikantni zménou P <0,05. Mezi kmeny WR a ISE neni statisticky vyznamny
rozdil v hodnotich ICso Pocet bodid ujednotlivych kmend znazorfiuje pocet

provedenych EHT — ISE (9 méteni), IRE (7 méteni), WR (5 méteni).

ABZ

ICso [uM]
T

| |
ISE IRE WR

Obr. 23: Souhrnné porovnani jednotlivych kmeni vlasovky slezové po expozici 1é¢iva
albendazol (ABZ); * signifikantni zména (P <0,05)

Tab. 6: Souhrnné hodnoty ICso [uM] u jednotlivych kmeni po expozici 1é¢iva albendazol

Hodnota ICso [pM]
ISE IRE WR
ABZ 1,86 +0,44 4,41+1,50 2,43+1,31
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Na Obr. 24 jsou znazornény hodnoty ICso[uM] (Tab.7) ze vSech méfeni tii
nezévislych experimentl po expozici 1é¢iva tiabendazol (TBZ). Hodnota ICsou kmene
ISE je 0,92+0,30 uM, coz poukazuje na vyssi citlivost oproti kmenu /RE se signifikantni
zménou P <0,05. Mezi kmeny WR a ISE neni statisticky vyznamny rozdil v hodnotach
ICso. Pocet bodl u jednotlivych kmenl znazorfiuje pocet provedenych EHT — ISE
(11 méteni), IRE (8 méfeni), WR (6 méteni).

TBZ

10- %k kkk

5
= 6 -
O 47 .

| |
ISE IRE WR

Obr. 24: Souhrnné porovnani jednotlivych kmenii vlasovky slezové po expozici lé¢iva
tiabendazol (TBZ); * signifikantni zména (P <0,05)

Tab. 7: Souhrnné hodnoty ICso u jednotlivych kmenti po expozici lé¢iva tiabendazol

Hodnota ICso [pM]
TBZ ISE IRE WR
0,92+0,30 5,76+ 1,64 1,53£0,71
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4.3 Srovnani metod EHT a iEHT

Obr. 25 znazorniuje porovnani vysledka testu lihnuti vajicek (egg hatch test; EHT
po expozici 1éciv (albendazol, tiabendazol) a vylepSen¢ho iEHT o strojové uceni
(improved egg hatch test; iIEHT) u vajicek vlasovky slezové. Z grafu lze vidét shodu

obou metod s ptesnosti 99,5 %.

07 ® EHT
24 s} ® (EHT
[4¥]
?% 10\ ® ... . ® o ¢
- ® * .. ' ..
s | ool o4’ oo N ¢
S ) °, e 0y ;
& o Piesnost 99.5 %
0+

0 10 20 30 40 50 60

Jamka na desticce

Obr. 25: Porovnani icinnosti metod EHT a iEHT v po¢tu vaji¢ek vlasovky slezové

Obr. 26 znazoriuje porovnani vysledkl testu lihnuti vajicek (egg hatch test; EHT
po expozici lé€iv (albendazol, tiabendazol) a vylepSen¢ho iEHT o strojové uceni
(improved egg hatch test; iEHT) u larev vlasovky slezové. Z grafu je patrna shoda obou

metod s presnosti 79,4 %, kde iEHT poukazuje spiSe na nizsi poCty larev oproti EHT.

304 ® EHT
.. ® 1EHT
% N1 @8 o %, S & 0
= o0 %’ ® o
B o 0o © 8" o ° o o
2 lll—.‘ o : .80 # 3.* .:$3 -‘fq' N N‘ o
= - * @@ Piesnost 79,4 %

Jamka na desticce

Obr. 26: Porovnani ucinnosti metod EHT a iEHT v poctu larev vlasovky slezové
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4.4 Deskriptivni analyza ze strojového uceni

V Tab. 8 a 9 jsou zndzornény primérné hodnoty + smérodatné odchylky obvoda
a ploch vajicek a larev vlasovky slezové, ziskané pomoci programu VIA. Jedna se o dvé
sady hodnot — trénovaci atestovaci sada. Mezi trénovaci a testovaci sadou nebyl
pozorovan signifikantni rozdil. Z Tab. 8 a 9 je patrny vyssi rozptyl hodnot obvodu a

ploch u larev oproti vajicktim.

Tab. 8: Trénovaci sada — priamér hodnot obvodi a ploch u vaji¢ek a larev vlasovky slezové

Celkovy pocet Priamérny obvod Prumérna plocha
(n) v pixelech [px] v pixelech [px]
Vajicko 3385 133,11+27,03 1128,41+£275,56
L2 1591 388,23+£72,91 16254+483,84
L3 1820 668,17+214,39 4973,95+1335,85

Tab. 9: Testovaci sada — prumér hodnot obvodi a ploch u vaji¢ek a larev vlasovky slezové

Celkovy pocet Primérny obvod Priumérna plocha
(n) v pixelech [px] v pixelech [px]
Vajicko 2488 132,36+11,38 1148,42+195,58
L2 558 373,61+£77,53 2137,39+596,42
L3 539 661,1+216,39 5143,16+1420,65
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5. Diskuse

Vlasovka slezovd (Haemonchus contortus) je vyznamny patogen u malych
prezvykavcel, predevSim uovei. Diky jeho vhodnym vlastnostem, mezi které patii
piredevsim vysoka plodnost, idedlni velikost dospélcti a snadné nakazeni a udrzovani
infekce v fadech tisicti Cervl v hostitelich, se stal hojné vyuzivanym experimentalnim
organismem. Zajimava a Casto studovana schopnost vlasovky slezové je rychld tvorba
rezistence, a to ke viem hlavnim tfiddm anthelmintik (Sormova, 2020).

Rezistence k anthelmintikim mezi parazity ovci se vyskytuje jiz po Ctyfi
desetileti. Ve vétSiné zemi se anthelmintickd rezistence vyskytuje ve zvySené mife
k benzimidazolim. U¢inné monitorovani rezistence je velmi dtlezité pro udrzeni
vysoké ucinnosti dostupnych 1é¢iv, ¢imz dochazi k zabranéni dalsi selekce rezistence,
zejména tam, kde se vyskytuje pouze v malé ¢asti populace cervi. To je mozné
v pfipadé dostatecné citlivych metod pro detekci anthelmintické rezistence (Varady
a kol., 2007).

Jednim z cill této prace bylo sledovani ucinnosti benzimidazolovych anthelmintik
— albendazolu atiabendazolu u vaji¢ek vlasovky slezové v riiznych koncentracich
a nasledné pozorovani jejich vyvoje v dalsi stadia pomoci EHT. Nejprve bylo nutné
infikovat ovce tfemi kmeny vlasovky slezové (ISE, IRE, WR). Dulezitym a zcela
zasadnim krokem celého experimentu byl kvalitni odbér biologického materidlu,
exkrementl. JelikoZ se jednalo o samice jehiat, byl odbér limitovan ze dvou divodd.
Exkrementy nesmély byt kontaminovany moc¢i a muselo byt zcela jasné, o jaky kmen
se jedna. Z toho vyplyva, ze odbér komplikovalo anatomické postaveni usti vylu¢ovaci
atrdvici soustavy, aproto jsme pro odbér zvolili sackovou metodu. Diky odbéru
exkrementl do sacki spravné piipevnénych na jednotlivé oznacené ovce nemohlo dojit
k zdméné kmend.

Z trusu byla izolovana vajicka atabyla nasledné¢ pouzita na testovani Ucinku
albendazolu a tiabendazolu u vlasovek ze tfi kmenl ISE, IRE a WR. Vajicka byla
inkubovana v roztoku s koncentraci 1é¢iv 0,039; 0,078; 0,156; 0,313; 0,625; 1,25; 2,5;
5; 10 uM. Po 48 hodinach byly vylihl¢ larvy a vajicka pocitany pod mikroskopem.
Z vysledkti byly urCeny hodnoty ICso. Nejmensi hodnoty proobé Iéciva byly
zaznamenany u citlivého kmene ISE. Naopak nejvyssi hodnoty ICso byly u rezistentniho
kmene /RE. Multirezistentni kmen WR podle hodnoty ICsou obou 1é¢iv nevykazoval

takovou  rezistenci jako kmen /RE.  Topotvrdilo nd§  piedpoklad
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(Kellerova a kol., 2020), ze kmen [RE je rezistentni hlavné na benzimidazoly, zatimco
u kmene WR byla popsana rezistence na ivermektin a jina anthelmintika.

Nakazeni ovci anasledné experimenty s vajicky byly provedeny dvakrat
v pilro¢nim rozmezi. Celkovy pocet méteni byl néasledujici: ABZ — ISE (9 méteni), IRE
(7 meteni), WR (5 méteni); TBZ — ISE (11 méfeni), IRE (8 mé&feni), WR (6 mcteni).
U jednoho experimentu chybély nakazené ovce kmenem WR, aproto bylo u tohoto
kmenu provedeno méné méteni. V nekterych piipadech se stavalo, ze odbérovy sacek
odpadl anebo se do sa¢ku dostala mo¢, kterd pusobi na vajicka ovicidné. Tyto faktory
také ovlivnily pocty a uspéSnost méfeni. U vSech méteni EHT se opét potvrdila nejvyssi
citlivost  k pouzitym  1lé¢ivim ukmene ISE anejnizSi ukmene IRE.
Obr. 23 a 24 znazorfiyje statisticky vyznamnou zménu v citlivosti kmene /RE vici ISE
s hladinou vyznamnosti P <0,05. Mezi kmeny WR a ISE neni statisticky vyznamny
rozdil v hodnotach ICsokvuli niz$i rezistenci kmenu WR oproti [RE
k benzimidazolovym piipravkim.

Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat metodu EHT pomoci strojového
uceni. Pro strojové uceni se vyuzil program VGG image annotator (VIA). Jedna
se o jednoduchy software pro manualni anotaci obrazki, ale také zvuku a videa. Tento
software je vyvijen vizudlni geometrickou skupinou (visual geometry group-VGG)
a povolen licenci BSD, kterd umozZiiuje jeho vyuZiti v jakémkoli akademickém projektu
nebo pro komerc¢ni aplikaci. VIA umozZiiuje ¢loveku, ktery anotuje, definovat a popsat
prostorové oblasti v obraze. Anotace lze poté exportovat ve formatu prosté¢ho textu
JSON ¢1 CSV a diky tomu je mozné zpracovat je dalSimi softwarovymi néstroji (Dutta
a Zeisserman, 2019).

Strojové uceni probihalo ve dvou fazich. Prvni trénovaci faze zahrnovala anotaci,
ve které¢ bylo manudlné anotovano 6 796 objekti. Objekty zahrnovaly vajicka (3385),
larvy L2 (1591) alarvy L3 (1820) vlasovky slezové. Snimky pro anotaci se potidily
pomoci mikroskopu s kamerovym systémem (Nikon Eclipse). Druhd testovaci faze
zahrnovala samotné strojové uceni na zaklad¢ trénovaci faze. Vysledky ze strojového
uceni se porovnavaly s vysledky EHT aukazaly (viz Obr. 25 a26) vysSi presnost
strojového urceni u vajicek (99,5 %) na rozdil od larev (79,4 %). V ohledu na vysokou
heterogenitu tvaru larev mizeme brat tyto vysledky za optimalni.

Podle anotovanych snimkti v programu VIA se ziskala data o hodnotach obvodi
a ploch jednotlivych objekti v pixelech [px]. Je mozné pozorovat (Tab. 8 a 9) vyssi

rozptyl primérnych hodnot obvodi a ploch u larev oproti vajickiim. To ndm také
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poukazuje na naroCnost rozpoznavani larev oproti vajickim u strojového uceni
z hlediska heterogenity tvart.

Do budoucna by strojové uceni mohlo usnadnit hodnoceni EHT a diky tomu
zefektivnit a zrychlit diagnostiku ptipadné hemonchdzy zplisobené vlasovkou slezovou
(Haemonchus contortus). Tato prace poskytla podklady pro dal§i vyuziti strojového

uceni napiiklad v oblasti urceni motility vlasovky slezové.
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6. Zavér

V ramci diplomové prace

= byly ovce nakazeny vlasovkou slezovou (kmeny ISE, IRE, WR)

= byl sbiran trus nakazenych ovci

= 7 trusu ovci byla izolovéna vajicka (kmen ISE, IRE, WR)

= byla testovana Uuc¢innost anthelmintik albendazolu a tiabendazolu
u vlasovky slezové pomoci EHT s mikroskopickym vyhodnocenim

= byla provedena anotace mikroskopickych obrazki pomoci programu
,» VGG image annotator*“(VIA)

= vysledky ziskané manualnim vyhodnocenim EHT a pocitaovym
vyhodnocenim (iEHT) byly zhodnoceny a porovnany

= iEHT v porovnani s EHT vykazoval pfesnost vyssi u vajicek, avsak nizsi

u larev vzhledem k jejich heterogennim tvariim

Zéaveérem lze konstatovat, ze strojové uceni je vhodnou optimalizaci EHT a takto
vylepSeny iEHT mutze byt vyuzit pro zjednoduSené a efektivnéj$Si monitorovani

rezistentnich kment 1 pro vyvoj novych potencialnich anthelmintik.
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POUZITE ZKRATKY

Zkratka Vyznam zkratky Cesky vyznam zkratky
ABZ albendazole albendazol

ANN artificial neural network um¢ld neuronova sit’

AR anthelmintic resistance anthelmintické rezistence
BCS body condition score skore stavu téla

CNN convolutional neural network konvoluéni neuronova sit’
dH,O distilled water destilovana voda

ddH>O double-distilled water redestilovand voda
DMSO dimethylsulfoxid dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleové kyseliny
EHT egg hatch test test lihnuti vajicek

fast R-CNN | fast R-CNN

rychly R-CNN

faster R-CNN | faster R-CNN

rychlej$i R-CNN

FCN fully convolutional network pln¢ konvolu¢ni neuronova sit’

FEC faecal egg count pocet vajicek v trusu

GIN gastrointestinal nematode gastrointestinalni hlistice

Ht hematocrit hematokrit

iEHT improved egg hatch test vylepSeny egg hatch test

IRE Inbred resistant Edinburgh rezistentni kmen vlasovky slezové

ISE Inbred susceptible Edinburgh citlivy kmen vlasovky slezové
loop-mediated isothermal smyckove zprostiedkovana

LAMP . ) ) o .
amplification izotermickd amplifikace

ICso inhibitory concentration 50 inhibi¢ni koncentrace 50

LDT larval development test test vyvoje larev

o Rk oy maska R-CNN

P p-value hladina vyznamnosti

PCR polymerase chain reaction polymerazova fetézova reakce

p.i. post infection po infekci

qPCR quantitative polymerase chain | kvantitativni polymerazova fetézova
reaction reakce

Rol region of interest cilova oblast

region based convolutional

R-CNN noural network regiondlni CNN

SNP single nucleotide polymorphism | polymorfismus jednoho nukleotidu
SSD single shot detector detektor jednoho snimku

SVMs support vector machines podpora vektorovych strojil

TBZ thiabendazole tiabendazol

TST targeted selective treatment cilena selektivni 1écba

1T targeted treatments cilena 1écba

VIA VGG image annotator -

WR white-river multirezistentni kmen vlasovky

slezové
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