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ANOTACE

Prace se zabyva problematikou karbapenem rezistentni Klebsiella pneumoniae, vyznamné
oportunn¢ patogenni bakterie zodpovédné za nozokomialni i komunitni infekce. Prace shrnuje
zakladni charakteristiky klasickych 1 hypervirulentnich kment, jejich faktory virulence,
infekéni potencidl a mechanismy antimikrobidlni rezistence. Souc¢asti prace je rovnéz prehled
diagnostickych metod, vcetné modernich pfistupti vyuzivajicich nanotechnologie, umélou
inteligenci a strojové uceni. ZavéreCna c¢ast se vénuje soucCasnym moznostem 1écby

a perspektivaim vyvoje novych terapeutickych strategii.
KLICOVA SLOVA

Klebsiella pneumoniae, karbapenemazy, antimikrobidlni rezistence, hypervirulentni kmeny,

diagnostika, 1écba, umé¢la inteligence
TITLE
Carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae

ANNOTATION

The thesis focuses on carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae, a major oportunistic
pathogen responsible for both nosocomial and community-acquired infections. It summarizes
the fundamental characteristics of classical and hypervirulent strains, their virulence factors,
infection potential, and mechanisms of antimicrobial resistance. The thesis also provides
an overview of diagnostic methods, including modern approaches based on nanotechnology,
artificial intelligence, and machine learning. The final part discusses current treatment options

and future perspectives in the development of new therapeutic strategies.
KEYWORDS

Klebsiella pneumoniae, carbapenemases, antimicrobial resistance, hypervirulent strains,

diagnostics, treatment, artificial intelligence
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UvVOD

Zvysujici se vyskyt multirezistentnich bakterialnich kment predstavuje v soucasné dobé jednu
z nejvétsich hrozeb pro moderni medicinu. Mezi nejvyznamnéjs$i patogeny spojené
s nozokomidlnimi infekcemi patii Klebsiella pneumoniae, gramnegativni tyCinkovita bakterie
z Celedi Enterobacteriaceae. Znacné komplikace zptisobuji kmeny Klebsiella pneumoniae,
které¢ vykazuji rezistenci ke karbapenemtim, antibiotikim povazovanym za posledni linii
obrany v 1é€bé zavaznych bakteridlnich infekci. Vyskyt karbapenem rezistentni Klebsiella
pneumoniae celosvetove narlsta, coz vyznamné komplikuje terapii infekcei a zvySuje morbiditu
1 mortalitu pacientd. Rostouci schopnost téchto bakterii unikat 1é¢bé vyvolava naléhavou
potfebu systematického vyzkumu. Detailni poznani jejich chovéni, Sifeni a rezistencnich

mechanismi je nezbytné pro zastaveni tohoto trendu.

Cilem této prace je shrnout souCasné poznatky o karbapenem rezistentni Klebsiella
pneumoniae, s dirazem na jeji patogenitu, mechanismy rezistence, diagnostiku, vyskyt
amoznosti 1écby, vcetné nové testovanych ahodnocenych piistupti, jako je vyuziti

nanotechnologii nebo umél¢ inteligence v boji proti antimikrobidlni rezistenci.
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1. Rod Klebsiella

Zastupci rodu Klebsiella jsou gramnegativni, ty¢inkovité a oxidaza negativni bakterie. Rod byl
popsan dle némecko-Svycarského mikrobiologa Edwina Klebse. Jednotlivé druhy jsou soucasti
zviteci 1 lidské mikroflory a miizeme je najit v Gistech, nosu a stfevech (Allemailem, 2021). Jsou
soucasti pudy, rostlin, sladkovodnich a slanych vod. Optimalni ristovou teplotu maji 37 °C
a vhodné pH je 7,2. Jejich délka je kolem 0,5 az 6 um a Sitka je v rozpéti okolo 0,3 az 1,5 um
(Cortés-Sanchez et al., 2025). Rizné druhy rodu Klebsiella zplisobuji mnoho onemocnéni
nejcastéji pneumonie, infekce mocovych cest, meningitidy a dal$i. Nejvice problematicka je
Klebsiella pneumoniae z divodu zvySeného zachytu rezistence na antibiotika (Allemailem,

2021).

1.1 Klebsiella pneumoniae

1.1.1 Popis

Klebsiella pneumoniae (cKP) je vSudyptitomnd, opouzdiend a nepohyblivd gramnegativni
ty¢inka z Eeledi Enterobacteriaceae. Radime ji do skupiny patogenit ESKAPEE, do které patfi
1 Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa, Enterobacter spp. a Escherichia coli (Braun et al., 2024).

1.1.2 Faktory virulence
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ma Siroké mnozstvi virulentnich faktort, kterymi jsou

pouzdro, fimbrie, siderofory a vychytavani Zeleza.

vvvvvv

polysacharidové matrice. Jeho ulohou je chranit bakterii proti aktivité antimikrobialnich
peptidt, blokovat slozky komplementu a odolavat fagocytéze. Pomoci fenotypovych studii
bylo identifikovano 77 kapsularnich sérotypti (Monteiro et al., 2024). Kapsularni antigen byl
prvni popsany pro K. pneumoniae. Tento polysacharidovy antigen zplsobuje mukdzni

a lesknouci vzhled kolonii na kultiva¢nich agarech (Wareth a Neubauer, 2021).

Dalsim faktorem virulence jsou lipopolysacharidy (LPS), ty zplsobuji v organismu
kaskadovitou zanétlivou reakci a tim zplisobi sepsi nebo septicky Sok (Ashurst a Dawson,
2023). K. pneumoniae je schopna rozpoznat a aktivovat vSechny tii komplementové drahy
(klasicka, alternativni a lektinova). LPS jsou velmi dilezité, jelikoZ primarné napomahaji
k ochran¢ proti komplementu (Paczosa a Mecsas, 2016). LPS je sloZen ze tii ¢asti. Prvni ¢ast
je O-antigen, ktery je kodovan geny wb a chrani bakterii pted pisobenim komplementu. Dale

lipid A, ktery bakterii chrani proti baktericidnimu u€inku kationtovych antimikrobialnich

15



peptida (Han et al., 2024). Lipid A je dilezity v roli rozpoznani LPS hostitelem a siln¢ se vaze
na Toll-like receptor 4. Tato vazba vede k silné aktivaci imunitni odpovédi (Opoku-Temeng et

al,, 2019).

Fimbrie ptedstavuji tenké, tuhé a adhezivni nitkovité vybézky, které se nachdzeji na povrchu
bunécné stény bakterii. Tyto struktury piesahuji bakteridlni pouzdro a umoznuji pfichyceni
bakterii ke strukturdm bohatym na mandzu, jez se nachazeji na povrchu hostitelskych bunék
nebo v extracelularni matrix. Diky této schopnosti hraji fimbrie zésadni roli v procesu
bakterialni adheze a podileji se na Sifeni infekce do vnitinich tkani hostitele (Abbas et al., 2024).
U druhu Klebsiella pneumoniae se na zakladé genovych shlukt identifikovanych v genomu
predpoklada existence deseti riznych typt fimbrii (Monteiro et al., 2024). Abbas et al. (2024)
uvadi, Ze experimentalné jsou ovétené 4 typy fimbrii. To jsou typ 1, typ 3, fimbrie KPC
a fimbrie KPF-28. Typ 1 a typ 3 jsou membranové vazané a maji strukturdlni a adhezivni
podjednotky. Fimbrie typu 3 jsou pro tvorbu biofilmu a typ 1 nese gen fimH a exprimuje
adhezivni podjednotku FimH. Urotelium je tkan bohat4 na uroplakin, coz predstavuje klicovy
faktor pro expresi genu fimH u K. pneumoniae. Diky této expresi je tento patogen povazovan
za uropatogenni a Casto se vyskytuje jako piivodce infekci mo€ovych cest. Gen mrkD, ktery
koéduje adhezivni podjednotku fimbrie typu 3, byva u klinickych kmenti Casto pfitomen spolu
s adhesinem FimH, jenZ hraje klicovou roli ve virulenci K. pneumoniae v mocovych cestach

(Monteiro et al., 2024).

Bakterie druhu K. pneumoniae mohou syntetizovat siderofory napt: aerobactin, enterobactin,
salmochelin, yersiniabactin a ziskavat Zelezo z hostitele (Riwu et al., 2022). Zelezo je pro
bakterii zdkladni Zivinou a siderofory jsou organické molekuly, které maji vysokou afinitu
k Zelezu. Proto ma K. pneumoniae mechanismy, které ji pomahaji zachycovat zelezo, 1 kdyZ ho
hostitel ma v organismu velmi malou koncentraci (Monteiro et al., 2024). Jelikoz se zelezo za
fyziologickych podminek vyskytuje v trojmocné formé, jsou siderofory pro bakterii dilezité.
Dochézi k soutéZi s hostitelem o piijem zeleza, a to poméaha bakterii pieZit v prostredi,
kde je nedostatek Zzeleza (Lei et al, 2024). Ve srovnani s hypervirulentni
K. pneumoniae, ale vykazuji sniZzenou aktivitu sideroforti (Kocsis, 2023). U K. pneumoniae je

hlavnim sideroforem enterobactin.

Proteiny vnéj$i membrany (OMP) jsou také povazovany za faktory virulence. Kromé toho,
ze chrani bakterii pfed imunitnim systémem hostitele jsou OMP dilezité 1 pti diftzi Zivin,
sacharidt a hydrofilnich molekul. Jsou schopny zmirnit zanétlivou reakci spuSténou
epitelidlnimi bunikami dychacich cest. OmpA je jeden s hlavnich proteinli vnéj$i membrany
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a dokaze zabranit fagocytdze makrofagy lokalizovanymi na alveolarnich vaccich (Abbas ef al.,

2024)

1.2 Hypervirulentni Klebsiella pneumoniae
1.2.1 Popis
Hypervirulentni kmen Klebsiella pneumoniae (hvKp) ptedstavuje nové se vyvijejici patotyp,

ktery vykazuje vyssi miru virulence nez klasicky kmen K. pneumoniae.

1.2.2 Faktory virulence

Mnoho faktorii virulence maji hvKP a cKP spole¢né. Je to polysacharidové pouzdro,
lipopolysacharid, fimbrie, siderofory. Lisi se tim, Ze hvKP m4 siln¢ mukoézni typ pouzdra
a vlastni faktory virulence (geny rmpA a rmpA2), jejichz expresi dochazi pravé k produkci
kapsularniho polysacharidu. Vyznacuje se také pritomnosti nestandardnich siderofori (Zhu et

al,, 2021).

Pouzdro chrani bakterie pted riiznymi imunitnimi reakcemi jako je fagocytoza (Han et al.,
2024). U hvKP je za hypermukoviskozitu zodpovédny gen rmpA, ktery reguluje syntézu
pouzdra. Zjistilo se, ze u hvKP se nejvice vyskytovaly typy pouzdra K1 a K2. Ve srovnani
s ostatnimi typy pouzder maji vyssi odolnost vic¢i fagocytdze a intraceluldrnimu piisobeni

makrofagl (Kocsis, 2023).

Na obrazku 1. miZeme vidét srovnani produkce sideroforti u K. pneumoniae a u hypervirulentni

cvwvr

k Zelezu (Lan et al, 2021). Nejvétsi afinitu k Zelezu ma enterobactin, ktery je pfitomen
1 u klasické K. pneumoniae. Naopak aerobactin a yersiniabactin jsou vice u hypervirulentnich

kment K. pneumoniae (Piperaki et al., 2017).

Stejné jako cKP 1 hvKP mé v bunééné membrané lipopolysacharid., ale u LPS neni zifejmé,

jestli ma u hvKP jinou funkci nez u cKP. HvKP ma stejny hlavni typ fimbrii (typ 1 a 3) jako
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cKP (Han et al, 2024). HvKP je schopna nést plazmidy virulence a taky rezistence na
karbapenem (Karampatakis et al., 2023). Virulentni plazmidy nesou obvykle vice faktorii
virulence jako jsou geny rmpA a rmpA2, klastry kodujici aerobaktin a salmochelin (Lan ef al.,
2021). RmpA se nachazi v plazmidech a je spojovany pravé s hvKP. Ma zodpovédnost za
produkci pouzdra a hypermukoviskozitu, ktera je nazyvana kriticky faktor virulence (Li et al.,

2019).

. Fimbrie typu 3
Siderofory:

. 3+
Enterobactin * Fe
Yersiniabactin @ Fe3*

Pouzdro (K1-K78) Fimbrie typu 1
LPS

Klasicka
K. pneumoniae

Hypervirulentni
K. pneumoniae =5

Siderofory:

LPS
Enterobactin Fe3*

Yersinibactin @ Fe3*
Salmochelin A Fe3+

Pouzdro

KlakK2 Fimbrie typu 1

Aerobactin g Fe3+ Fimbrie typu 3

Obrazek 1. Srovnani faktoru virulence u klasickych a hypervirulentnich kmenii K. pneumoniae
(upraveno dle Paczosa a Mecsas, 2016)

Mimo jiné mize produkovat i colibactin, coz je toxin produkovany K. pneumoniae. Produkuji
ho zejména ty, které nesou tzv. polyketid syntetdzovy genovy klastr. Toxin dok4ze poskodit
DNA hostitelské buiiky a tim pfispiva k rozvoji vaznéjSich infekei a vyssi virulenci. Infekce
zpisobené bakterii s produkci colibactinu mohou byt agresivnéjsi a 1é¢ba muize byt velice

obtizna (Chen et al., 2023).
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2. Infekéni onemocnéni

2.1 Klebsiella pneumoniae

Hlavnim rezervoarem pro K. pneumoniae je ¢loveék a v populaci je nositelem kolem 5 % az
38 % ve stolici a 1 % az 6 % vnosohltanu. V nemocnici je hlavnim rezervodrem
gastrointestindlni trakt pacienta a ruce personalu, zplisoby Sifeni ndkazy jsou zobrazeny na
obrazku 2. (Ashurst a Dawson, 2023). K. pneumoniae se muze vyskytovat v pudé, vodé,
vegetacich, ale i u nékterych savcl, hmyzu a v potravinach. Po vstoupeni do organismu dokaze
kolonizovat dychaci cesty, a to je diivod pro¢ zptsobi tézky zapal plic (Abbas et al., 2024).

Nejcastéji onemocni novorozenci, starsi osoby a lidé s oslabenou imunitou (Li et al., 2023).

PFiroda Horizontalni o
- fen na £
("., pfenos gend A

Plice
= SRy Zaludek
Zvirata
m Tenké stfevo
Rostliny
) Tlusté stievo
Ostatni P —

f O
LY 0\‘ 7 7 - H
’ —
Jidlo a hospodafiska Nemocni¢ni Environmentalni Cestovani Tiché
zvirata Sireni Sireni lékarud kolonizace

Obrazek 2. Prenos nakazy zpiisobené K. pneumoniae (upraveno dle Li et al., 2023)
K. pneumoniae zpusobuje nozokomidlni ndkazy, zatimco hypervirulentni K. pneumoniae je
schopna zpiisobit komunitni a systémové infekce u zdravych osob. Klasickd K. pneumoniae
napadd zejména imunokompromitované jedince, a to zejména pacienty s diabetem nebo

s chronickymi plicnimi obstrukcemi (Paczosa a Mecsas, 2016). Zptsobuje fadu infekei jako

19



jsou zapal plic, infekce mocovych cest, bakteriémie u oslabenych pacientl a jako jedna z mala

je schopna zpiisobit u pacienta primarni pneumonii (Choby et al., 2019).

Bakteriémie mtZze byt primdrni nebo sekundarni infekci. Sekunddrni je infekce,
co tzv. sekundarné rozsiii do krve z napadenych plic nebo mocového méchyte. K. pneumoniae
zpusobuje zanétlivé onemocnéni plic (pneumoniae), u kterych rozliSujeme nemocniéni
a komunitni infekce. Nemocni¢ni typ infekce se objevuje Castéji nez komunitni. Jak z ndzvu
vyplyvd, infekci nemocni¢niho typu se mohou nakazit lidé hospitalizovani v nemocnici
a komunitni infekci se miize ¢lovék nakazit bézné. Komunitni infekce plic se ¢asto vyskytuji
u chronickych alkoholikti. Na obrdzku 3. je zobrazeno srovnani infekci, které zpisobuji

klasické nebo hypervirulentni kmeny K. pneumoniae (Paczosa a Mecsas, 2016).

Klasicka K. pneumoniae

Hypervirulentni K. pneumoniae : ’ .
YP P Hypervirulentni K. pneumoniae

Meningitida ——-‘
@ D
Endoftalmitida /

Bakteriémie

) ) Zapal plic
Abscesy jater a sleziny

Infekce
chirurgického
mista

Infekce
mocovych cest

Infekce mékkych tkani —

Obrazek 3. Srovnani infekci zpiisobenych hvKP a cKP (upraveno dle Gonzalez-Ferrer et al., 2021)
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2.2 Hyperviruletni Klebsiella pneumoniae

Vétsina infekci zpasobenych hvKP byla dosud zaznamenana jako komunitné ziskané.
Charakteristickymi znaky téchto infekei jsou schopnost postihnout jinak zdravé jedince naptic
vSemi vékovymi skupinami a tendence k multifokalnimu postiZzeni s ndslednym metastatickym
Sifenim, coz je fenomén, ktery je u ostatnich zastupct celedi Enterobacteriaceae pomérné
vzacny (Russo a Marr, 2019). Existuji diikkazy naznacujici, Ze kolonizace gastrointestinalniho
traktu hvKP Casto predchazi samotné infekci u téhoz jedince. Tento poznatek je v souladu
s dalSimi studiemi, které obecn¢ podporuji hypotézu, Ze infekce zpiisobené K. pneumoniae maji
puvod v ptedchozi stfevni kolonizaci. Naptiklad pfiblizn¢ polovina infekci K. pneumoniae na
jednotkach intenzivni péCe byla zplusobena kmeny pochazejicimi z vlastniho
gastrointestindlniho traktu pacienta. Pomoci mySich modelt byly navic identifikovany
specifické geny hvKP, které jsou nezbytné pro kolonizaci a diseminaci v travicim traktu. Tyto
nalezy naznacuji, ze hvKP vyuziva urcité virulenéni determinanty k proniknuti do dalSich
organd, véetné jater. Struéné fe¢eno, hvKP efektivné kolonizuje gastrointestinalni trakt, cimz
ptispiva jak k Sifeni v rdmci jednoho hostitele, tak pravdépodobné i k pfestupu infekce ze stieva
do dalSich tkani béhem onemocnéni (Choby et al., 2019). Typicky se infekce zpisobené hvKP
vyskytuji jako infekce krevniho fecisté a jaterni abscesy. Systémové se §ifi do celého organismu
a zpusobuje vicemistné infekce, infekce centralniho nervového systému, meningitidy a infekce
sekven¢ni typ ST11, karbapenem rezistentni K. pneumoniae, smrtelnou ventilaéni pneumonii.
Mimo pneumonii zpiisobuje tento typ ijaterni abscesy, infekce mocovych cest, infekce
krevniho feciSté, meningitidy a infekce ktize a mékkych tkani. Urcitym rizikem, ktery se podili
na komorbidité je diabetes mellitus a chronickd onemocnéni (Pu ef al., 2023). Diabetes byl
identifikovan jako kli¢ovy predisponujici faktor pro ziskani infekce zptisobené hvKP, na rozdil
od cKP, a zarovenn zvySuje riziko vzniku metastatickych komplikaci, zejména u pacientli
s jaternim abscesem. N¢&které studie vSak tuto souvislost nepotvrdily jednoznaéné, coz
naznacuje, Ze vztah mezi diabetem a infekci hvKP miiZze byt ovlivnén regionalnimi rozdily ¢i

specifickymi klinickymi okolnostmi (Choby et al., 2019).
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3. Antimikrobialni rezistence

V dnesni dobé je nejveétsi hrozbou Sifeni antimikrobialni rezistence (AMR). U Klebsiella
pneumoniae je nejveétsi hrozbou Sifeni gend rezistence Sirokospektrych B-laktamaz (ESBL)
a karbapenemdaz. Pravé karbapenemy se povazovaly za terapeutické feSeni v boji
s multirezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi (Effah et al., 2020). Kvuali zneuzivani
a nadmérnému uzivani antibiotik se $ifi rizné geny rezistence (Zhu et al., 2022). K AMR také
velmi prispiva nadmérné uzivani antibiotik v zemédélstvi a v potravinaiském prumyslu, proto
muze byt AMR n¢kdy oznaCovédna jako tichd pandemie. V soucasnosti se v boji proti
antimikrobialni rezistenci vyuziva i uméla inteligence. Nékolik studii uvedlo, ze je vyuziti
umélé inteligence piinosné pro schopnost rychle identifikovat vzorce chovéani bakterii
a optimalizaci lécebné strategie. Vznik umélé inteligence piedstavuje slibné piilezitosti

k posileni antimikrobialniho dozoru (Ahmed et al., 2024).

3.1 Multirezistence

Jedna se o ziskanou vicelékovou rezistenci u bakterii a mtize k ni dochézet vice mechanismy.
Muze k ni dojit naptiklad alteraci membrany (zvySenim efluxni pumpy nebo sniZenim piijmu
1€ku). Dal§im zptisobem vniku multirezistence miize byt i inaktivace ¢i modifikace 1éku. Tim,
ze se jedna o rezistenci k vice 1é¢iviim, dochazi k znepokojeni v oblasti 1écby (Abushaheen
etal., 2020). Karbapenemdzy jsou schopny hydrolyzovat i peniciliny, cefalosporiny
a aztreonam. Kmeny nesouci gen blaxpc se €astéji oznacuji jako multirezistentni, jelikoZz jsou
schopny odolavat 1 vice antimikrobidlnim latkdm, krom¢ B-laktamovym antibiotikiim, napf:

aminoglykosidiim a fluorochinolonim (Mazaya et al., 2024).
3.2 Mechanismy rezistence

3.2.1 Enzymy

Bakterie jsou schopny produkovat takové enzymy, které mohou antibiotika bud’ znicit nebo
dochdzi ke ztrat€ jejich ucinku. Enzymy jsou kdédované chromozomalnimi a plazmidovymi
geny. Mezi hlavni druhy enzymd, které mohou inaktivovat 1é¢iva patii hydroldza, pasivacni

enzym a modifikovany enzym.

Jako hydroldzu mizZeme oznacit f-laktamazu, do skupiny pasivacni patii enzym inaktivujici
aminoglykosidy a chloramfenikol acetyltransferdza a posledni druh modifikovany enzym
zahrnuje enzym modifikujici aminoglykosidy (Zhu et al., 2022). K. pneumoniae produkuje

nejcastéji dva typy enzymu. Jsou to karbapenemadzy, které zplsobi odolnost vic¢i vétSiné
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B-laktamovych antibiotik 1 karbapenemim. Déle produkuje p-laktamdzy, které zplsobi

rezistenci k cefalosporinim a monobaktamim (Huy, 2024).

3.2.2 Poriny

Poriny se nachdzi ve vnéj$i membrané bakterii a jsou to integralni membranové proteiny, které
tvoii kanaly umoziujici pasivni transport molekul pfes vnéj$i membrany bakterii. Jejich funkce
spoc¢iva v diftizi malych hydrofilnich molekul (Zelezo, Ziviny anebo antibiotika). f-laktamova
antibiotika a fluorochinolony jsou schopné difundovat pies poriny do bakterie, a to diky malym
hydrofilnim molekuldm (Braun ef al, 2024). Jelikoz tvofi poriny znacnou cast vnéjsi
membrany a napomahaji adhezi a invazi, tak tim pfipivaji k patogenité bakterie. Jejich ztrata

vyznamné napomaha k antibiotické rezistenci (Huy, 2024).

3.2.3 Efluxni pumpa

Jsou to transportéry, které hraji dilezitou roli v bakterialni patogenezi a sniZuji koncentrace
intracelularnich cizorodych latek, tim brani jejich schopnosti dosahnout toho, co je pro né
biologicky pfirozené¢ (De Gaetano et al., 2023). Nekteré jsou trvale vyluCovany a jiné jsou
indukovany nebo nadmérné syntetizovany za specifickych enviromentéalnich stimuli nebo
v pfitomnosti substratu (Reygaert, 2018). Efluxni pumpy zajistuji odstrafiovani léciv
z bakterialni buniky a predstavuji dileZity mechanismus rezistence vici antibiotikiim. Existuje
nékolik hlavnich typta téchto pump, které se lisi svou strukturou a zptisobem fungovani. Patii
mezi né systém pro vytlacovani vice 1é¢iv a toxickych sloucenin (MATE), systém malé
mnohocetné rezistence (SMR), pumpy s ATP-vazebnymi kazetami (ABC), systém efluxu
antimikrobialnich latek u proteobakterii (PACE), pumpy hlavnich facilitdtord (MFS) a systém
rezistence, nodulace a déleni (RND). Tyto mechanismy umoznuji bakteriim se u¢inné zbavovat
Skodlivych latek, a tim ptispivaji k jejich odolnosti viici antibiotické 1écbé. MATE rozpoznava
substraty fluorochinolony. Geny, které koduji proteiny SMR je moZné horizontalné pienaset
pomoci plazmidli nebo pohyblivych genetickych elementli a tim jsou schopny zptisobovat
multirezistenci. ABC jsou homodimerniho nebo heterodimerniho typu a jsou schopny se nékdy
asociovat s proteinem vn&j$i membrany. Timto zplGsobem jsou bakterie schopny zvysit
virulenci a rezistenci k l1é¢ivu. PACE jsou kodované vysoce konzervovanymi geny a je tim
transportujici substrat ptes lipidovou dvojvrstvu bez pouziti iontli, symportery prenasejici ionty
a substraty ve stejném sméru a antiportery podporujici translokaci substratl a iontdl v opacném

sméru. RND jsou z proteinu vnéj$i membrany, proteinu vnitini membrany a periplazmatického
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proteinu, ten zajisti propojeni proteinu vnéjsi a vnitini membrany (De Gaetano ef al., 2023).
Dochézi tedy k uvolilovani 1éciva zpatky do okoli a tim se zajisti, aby se 1éCivo v bunce
nehromadilo. Efluxni pumpa je regulovdna nékolika faktory a mutace efluxni pumpy
acrAB-tolC dokaze zprostiedkovat rezistenci ke karbapenemiim. Nékteré studie dokazuji, ze

gen ramA zvysi expresi efluxni pumpy a podili se na vzniku multirezistence (Lei ef al., 2024).

3.2.4 Biofilm

K. pneumoniae dokéaze vytvaret biofilmy, coz predstavuje agregaty bunck vazanych do matrice
extracelularni polymerni latky, kdy buiniky navzajem spolu pfilnou nebo se ptipoji k povrchu.
Matrix tvoti komplexni sit, jejiz hlavnimi slozkami jsou polysacharidy, proteiny a DNA.
Klinicky nejvyznamnéjsi biofilmy se tvofi nej€astéji na vnitinim povrchu katetru nebo dalSich
zafizeni, kterd jsou zavedena do tcla (Piperaki et al., 2017). Biofilm chrdni mikroorganismy
nejen pied vnéj$imi stresovymi faktory, jako jsou dehydratace, ultrafialové zateni, pfitomnost
kovt, antibiotika ¢i oxidanty, ale také zabranuje jejich detekci a itoku imunitniho systému
hostitele (Mazaya et al., 2024). Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa jsou
organismy, které se Casto vyskytuji spolecné v prostiedi i v gastrointestinalnim traktu,
kde synergizuji pfi tvorb€ biofilmi s odliSnou strukturou oproti jejich monobiofilmiim, pfi¢emz
tyto smisené biofilmy vykazuji zvySenou odolnost vici antibiotikim (Guerra et al., 2022).
Natvorbé biofilmu K. pneumoniae se podili povrchové struktury, konkrétné
pili typu 3 a kapsularni polysacharidy. Pili napoméhaji k adhezi a kapsularni polysacharidy
ovlivituji strukturu biofilmu. Biofilm dokaze K. pneumoniae ¢aste¢né chranit pfed imunitnim
systémem hostitele. Dochézi k inhibici protilatek a snizuje G€inky komplementu a fagocytozy.
Timto vyvola vyssi tvorbu biofilmu a bakterie je chranénd pted plisobenim léku (Pu ef al.,
2023). Tvorba biofilmu se odviji v péti fazich. Nejprve dojde k navazani na vhodny povrch.
V dalsi fazi dojde k tvorbé vrstvy, kterou doprovazi sekrece extracelularni matrice. Na zacatku
tvorby matrice je fizena extracelularni DNA, strukturdlnimi proteiny a extracelularnimi
polysacharidy. Tim, ze biofilm roste trojrozmérné, dochazi k nevratnému pfichyceni. Béhem
posledni faze je mozné, Ze se za¢nou odlupovat zralé ¢asti biofilmu a miiZze dojit k nové tvorbé
biofilmu (Mazaya et al., 2024). Biofilm K. pneumoniae muze kolonizovat dychaci,
gastrointestindlni a mocovy trakt. U pacienti s imunodeficienci muze dojit k rozvoji

invazivnich infekci (Wang et al., 2020).
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3.2.5 Plazmidy

Plazmidy ptedstavuji kli¢ové genetické elementy u bakteridlnich patogeni, nebot’ ¢asto nesou
geny spojené se ziskanou antimikrobidlni rezistenci ¢i virulenci. Vyznamné se podileji
na horizontalnim pienosu genetické informace, ¢imz ovliviiuji jak ekologii, tak evoluci bakterii.
Ptenos plazmidi mezi bakteriemi probihd pfevazné procesem konjugace. Na zaklad¢
schopnosti pfenosu a mechanismu konjugace se plazmidy rozd€luji do tii hlavnich skupin,
kterymi jsou konjugativni plazmidy (samy schopné pienosu), mobilizovatelné plazmidy
(pfenasené s pomoci jinych plazmidi) a nemobilizovatelné plazmidy (bez schopnosti pienosu
mezi buiikkami). U K. pneumoniae je vétSina gent kodujicich antimikrobialni rezistenci a gent
virulence pfenasena prostiednictvim plazmidd, a to nejcastéji konjugaci. V poslednich letech
byl u kmenti karbapenem rezistentni Klebsiella pneumoniae (CRKP) stale castéji identifikovan
konzervativni plazmid virulence podobny pLVPK, ktery je bézny u hvKP. Tento typ plazmidu
patii mezi mobilizovatelné plazmidy a bylo prokdzano, Ze jeho pfenos je umoznén interakci

s konjugativnim plazmidem (Zhang et al., 2023).

K. pneumoniae obsahuje velké a stfedné velké plazmidy, které hraji klicovou roli v rozvoji
antimikrobidlni rezistence. Tyto plazmidy nesou vice rezistentnich geni soucasné,
coz umoznuje vznik multirezistence vici nékolika riznym tfidam antibiotik. Bakterie obsahuje
1 malé plazmidy, které souvisi s rezistenci na B-laktamova a aminoglykosidova antibiotika.
Malé plazmidy jsou kédované jednim nebo dvéma geny, proto dochdzi k rezistenci na jednu
nebo dvé€ skupiny antibiotik (Braun ef al., 2024). Velké plazmidy IncF nesou obvykle geny
blakpc 1 vice determinantii rezistence. Byvaji spojené s multirezistenci u Enterobacterales, jsou
dobfie pfenosné a maji schopnost se replikovat ve velkém mnoZstvi hostiteli. Velmi vyznamnou
roli hraji v pfenosu blakpc. DalSimi plazmidy, které nesou blaxpc jsou napi: IncA/C2, IncR

a ColE (Shah et al., 2025).

Plazmidy nesou velké mnozstvi virulentnich genti. Geny hypermukoviskozniho fenotypu rmpA
a rmpA2, geny souvisejici se siderofory iucABCD-iutd, iroBCDN, ybtAEPQTUX
a entABCDEFS (Han et al., 2022). Virulentni plazmidy mohou nést vice faktort virulence. Dale
mohou nést geny rmpA/rmpA2, klastry kodujici aerobaktin a salmochelin. Toto je disledkem
pfitomnosti virulentniho kmene v daném misté, nebot” jeho virulentni plazmidy napomahaji

Sifeni do extraintestindlnich lokalit a podporuji tvorbu abscest (Lan ef al., 2021).

25



4. Diagnostika antimikrobialni rezistence
Diagnostika napomaha ke stanoveni vhodné terapie. Pouzivaji se nejriiznéjsi typy metod

napt: fenotypové, biochemické, imunochromatografické, proteomické a genotypové metody.

4.1 Fenotypové metody

Fenotypové metody jsou rozdélené do dvou skupin na manudlni a automatizované.
Do manuélnich metod Ize zatadit metody testovani antimikrobidlni citlivosti agarovou dilu¢ni
metodou, gradientovy test, diskovou difuzi a mikrodilu¢ni bujonova metoda. Automatizované
systémy, které jsou zalozené na fedéni bujonu vyuzivaji predpiipravené vicejamkové desticky
(panely) zahrnujici 1 pozitivni kontroly a gradientové koncentrace antibiotik

(Kaprou et al., 2021).

4.1.1 Stanoveni citlivosti na antibiotika

4.1.1.1 Kvantitativni metody

V praxi se pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) se vyuziva epsilometricky test
pres noc zamezi viditelnému ristu bakterialni kultury (Kaprou et al., 2021). E-test je spolehliva
metoda ke stanoveni bakterii rezistentnich na karbapenem a k provedeni se vyuziva
gradientového difuzniho prouzku. Provedeni je velmi jednoduché, staci naockovat testovany
kmen na Mueller-Hintonliv agar a poté pfilozit prouzky s testovanym antibiotikem ze skupiny
karbapenemii (Mohammadpour et al., 2025). Po inkubaci je mozné odec¢ist minimalni inhibi¢ni
koncentraci (Kaprou et al., 2021). Dalsi moZnosti je bujonova dilu¢ni metoda, coz je klasicka
metoda, pfi niZ se piipravuji sériovd dvojnasobna fedéni antibiotika v tekutém médiu
ve zkumavkéach. Do kazdé zkumavky se ptfiddvd zndmé mnoZzstvi bakteridlni suspenze.
Po inkubaci (24 hodin pii 37 °C) se hodnoti pfitomnost bakteridlniho rustu vizualné podle
k patrnému ristu mikroorganismu. Tato metoda je jednoduchd, ale Casové a materidlove
naro¢na. Mikrodilu¢ni bujonova metoda je standardizovana a efektivni varianta této metody,
provadéna v 96jamkovych mikrotitracnich destickach. UmoZiluje soucasné testovani vice
antibiotik a koncentraci. Kazda jamka obsahuje pfesn¢ definované mnozstvi antibiotika v osmi
sériich dvojnasobnych fedéni. Po pfidani standardizovaného inokula se desti¢ka inkubuje

po dobu 1624 hodin.

Tato metoda se povazuje za referencni techniku a byla dale vylepSena pouzitim redoxniho

indikatoru resazurinu, modrého barviva, které se v pfitomnosti metabolicky aktivnich bakterii
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redukuje na razovy fluorescen¢ni resorufin. Tato barevnd zména je zndmkou bakteridlni
aktivity a mlze byt méfena fluorimetricky, coz zvySuje citlivost a objektivitu hodnoceni

vysledktl (Gajic et al., 2022).
4.1.1.2 Kbvalitativni metody

Diskova difuzni metoda je nejrozsifen€jsi v mikrobiologickych laboratotich, a to diky nizké
cen¢, jednoduchému provedeni a moznosti testovani Sirokého spektra bakteridlnich druht
a antibiotik. Vybér antibiotickych diskl je flexibilni, coz umoziuje laboratofi sestavit riizné
kombinace podle druhu bakterie a typu vzorku. Metoda spoc¢iva v umisténi diskll napusténych
riznymi koncentracemi antibiotik na pifedem naoCkovany agar s bakteridlni suspenzi.
Antibiotikum se z disku difunduje radialné pfes agarové médium a vytvaii koncentracni
gradient. Po inkubaci pti 35 = 1 °C po dobu 24 hodin dochdzi k vytvoteni inhibi¢nich zon,
jejichz priméry se méfi pouhym okem nebo pomoci automatizovaného systému. Vysledky
se nasledn¢ interpretuji a kategorizuji podle doporuceného klinického bodu zlomu daného
standardem (Gajic et al., 2022). Ve studii Vading et al., (2011) byly vysledky interpretovany
a kategorizovany podle doporucenych klinickych bodii zlomu stanovenych mezinarodnimi
standardy Klinického a laboratorniho standardiza¢niho institutu (CLSI; Clinical and Laboratory
Standards Institute) a Evropského vyboru pro testovani antimikrobidlni citlivosti (EUCAST;
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Hrani¢ni hodnoty pro citlivost
dle CLSI ¢ini >16 mm pro imipenem i meropenem a >19 mm pro ertapenem, zatimco EUCAST
uvadi hodnoty >21 mm, >22 mm a >25 mm pro tyto latky v uvedeném potadi. V piipade
automatizovanych metod interpretace (VLSI) byva casto pouzivan napi: systém VITEK 2,
jehoZ ptesnost muze kolisat v zavislosti na nastavenych algoritmech a pouZzitych breakpointech.
Rozdily mezi ptistupy CLSI, EUCAST a VLSI mohou zasadn¢ ovlivnit detekci karbapenemové

rezistence.

4.1.2 Stanoveni rezistence na antibiotika

Modifikovany Hodgelv test (MHT) ptedstavuje jednoduchou fenotypovou metodu. Je to
vysoce specificky a senzitivni test, ktery je dilezity pii detekci karbapeneméz typu KPC
z izolovanych bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae (Lee et al., 2022). Test se vyuziva 1 pii
detekci enzymu oxacilindza OXA-48. Je to enzym, ktery rozkladéa karbapenemova antibiotika.
Test je zaloZzen na inaktivaci karbapenemovém disku. K provedeni testu se vyuziva

Mueller-Hintonliv agar a uprostied je karbapenemovy disk (Mohammadpour ef al., 2025).
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V dnesni dobé¢ je tento test uz nahrazovan testy Carba NP nebo modifikovanym CIM, které jsou
pro detekci karbapenemaz spolehlivéjsi (Lee et al., 2022). Jistym diivodem nahrazeni mtize byt
také cenova dostupnost a rychlost metody Carba NP. Test se pouziva k identifikaci bakterii
produkujici karbapenemézy (Mohammadpour et al., 2025). Princip testu spociva v hydrolyze
imipenemu karbapenemazou, pficemz vzniklé zmény pH jsou detekovany pomoci barevné
zmény indikatoru fenolové Cervené. Test vykazuje celkovou citlivost v rozmezi 73—100 %,
nicmén¢ jeho ucinnost je omezend pii detekci karbapenemaz typu OXA-48 a n¢kterych enzymi
tfidy A. Modifikovany CIM slouZi k detekci karbapenemdaz na zaklad¢é schopnosti testované¢ho
mikroorganismu inaktivovat karbapenem. Bakterialni kolonie jsou inkubovany ve vodném
roztoku obsahujicim karbapenemovy disk. Po inkubaci se disk pfenese na agarovou plotnu
s inokulovanou suspenzi Escherichia coli citlivou na karbapenem. Pfitomnost malé nebo zadné
zony inhibice kolem disku svéd¢i o produkci karbapenemdézy testovanym organismem.
Tato metoda je Siroce vyuzivdna diky své vysoké citlivosti, specificité¢ a nizkym nakladim.
Studie navic ukazuji, ze CIM vykazuje vys$i pfesnost ve srovnani s jinymi fenotypovymi testy,

jako jsou Carba NP nebo MHT (Rabaan et al., 2022).

4.2 Genotypové metody

Nejvice rozsifené jsou metody zalozené na principu polymerazové fetézové reakce (PCR). Tato
metoda vyuzivad specifické primery k amplifikaci cilové sekvence nukleové kyseliny.
Po denaturaci cilové DNA pfii vysoké teploté se tyto primery vazi na vzniklou jednovldknovou
DNA (Caliskan-Aydogan et al., 2023). Vyuziva se pro pfesnou a rychlou detekci rezistentnich
genil (Mohammadpour et al., 2025). Dnes je mozné vyuzit vice variant real-time (qPCR),

reverzni transkriptdzova (RT-PCR), multiplexni (mPCR) (Caliskan-Aydogan et al., 2023).

Multiplexni PCR slouzi k detekci vice gent v jedné reakci u bakterii rezistentnich na rtzné
druhy antibiotik (Mohammadpour et al., 2025). Metoda umoziuje detekci genti kodujici
karbapenemazy, jako jsou napiiklad blamp, blavi, blakpc a dalsi, pficemz mPCR poskytuje
vyhodu soucasné detekce vice rezistentnich geni pomoci n€kolika sad specifickych primerti
(Caliskan-Aydogan et al., 2023). Nov¢jsi metodou je qPCR jeji rychlost a pfesnost ma velky
pfinos v diagnostice karbapenem rezistentni K. pneumoniae. Metoda spociva v detekci
nukleovych kyselin ve smési prostiednictvim fluorescencné znacenych produkti

(Mohammadpour et al., 2025).

Dal$i moznosti, ktera patii mezi genotypové metody je sekvenovani DNA. Existuje vice druhii

sekvenovani napi: metagenomické, cilené a sekvenovani celého genomu. Vyuziti nachéazi
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hlavné v diagnostice organismt s del$i inkubacni dobou. Cilené sekvenovani zajisti identifikaci
pozadovaného genu pomoci specifickych primerti. Moznosti je i cilené sekvenovat vybranou
oblast konkrétniho viru nebo bakterie. Metagenomické sekvenovani se vyuziva k pochopeni
epidemiologie antimikrobialni rezistence. Dokaze sekvenovat vSechny genomy ve vzorku,
ato 1 hostitelsky genomicky materidl. Problém nastava v jeho nizké citlivosti a mize dojit

1 ke zkresleni detekce (Maddock et al., 2024).

Sekvenovani celého genomu se obvykle pouziva pro sekvenovani jednoho bakterialniho druhu
a tim se minimalizuje variabilita genomu ve vzorku (Maddock et al., 2024). Sekvenovani celého
genomu ma také velky potencidl v pochopeni genetického slozeni bakterii antimikrobidlni
rezistence. Ze ziskanych sekven¢nich dat se buduje globalni databaze genotypt a fenotypu.
Timto zplisobem se usnadni sledovani kment antimikrobialni rezistence (Wang ef al., 2022).
Tato metoda se vyuziva v humanni medicing pro Uspésné sledovani nozokomidlnich patogenii
a genu vysoké rezistence. Sekvenovani celého genu muze slouzit i k posouzeni virulence

a ke srovnani bakterialnich gent z ohnisek (Maddock et al., 2024).

4.3 Nanotechnologie

Nanotechnologie se ukazaly jako slibn4 a efektivni platforma pro vyvoj citlivéjsich, rychlejsich
a zaroven cenové¢ dostupnéjSich diagnostickych nastroju pro detekci antimikrobidlni rezistence
(AMR). V této oblasti hraji vyznamnou roli rizné typy nanocastic, které slouzi jako
nanosenzory. Patfi sem zejména kovové nanocastice, kvantové tecky, fluorescencni
nanocastice, magnetické nanocastice, upkonverzni nanocastice a nanocastice na bazi uhliku.
Diky svym specifickym fyzikalné-chemickym vlastnostem vykazuji tyto materidly vyrazny
potencidl pro citlivou a selektivni detekci infekci spojenych s antimikrobidlni rezistenci (Saxena

et al., 2022).

Zlaté nanocastice patii diky svym vynikajicim optickym a elektrochemickym vlastnostem
k nejcastéji vyuZivanym kovovym nanocasticim pii vyvoji nastroji pro detekci bakterii.
V disledku kvantovych velikostnich efekti vykazuji zlaté nanocastice odlisSné optické
vlastnosti ve srovnani s jejich objemovymi protéjsky, pficemz tyto vlastnosti zavisi na velikosti
a tvaru &astic. Upravou velikosti, tvaru a vzijemné vzdalenosti mezi zlatymi nano&asticemi lze
cilen¢ ovlivnit jejich optické chovani, coz se projevuje zménou barvy jejich suspenze
v disledku lokalizované povrchové plazmonové rezonance (Saxena et al., 2022). Napftiklad
peptidy mohou slouzit jako reduk¢ni 1 stabilizaéni Cinidla pti syntéze nanocastic zlata, pficemz

ovliviiyji jejich velikost, tvar, hydrofobicitu a povrchovy néboj. Takto piipravené peptid-

29



funkcionalizované nanocastice zlata mohou mit rtizné kladné nebo zdporné ndboje a rozdilné
hydrofilni ¢i hydrofobni vlastnosti, které jsou optimalizovany pro specifickou interakci
s bakterialnimi buitkami. Vzajemné plisobeni mezi peptid-funkcionalizovanymi nanocasticemi
zlata a bakteriemi vede ke zméndm v lokalizované povrchové plazmonové rezonanci,
¢imz vznika unikatni spektralni signatura tzv. ,,bakterialni otisk prstu®. Tento otisk umoziuje
rozli$it antibioticky rezistentni a citlivé kmeny patogenich bakterii skupiny ESKAPEE pomoci
metod umél¢ inteligence zalozenych na strojovém uceni. Vysledky studie potvrzuji, ze diky
nanocasticim zlata lze vytvaret vysoce citlivé biosenzory pro piesnou identifikaci bakterialnich

patogent (Douradinha et al., 2024).

4.4 DalSi mozZnosti detekce

Lateralni pratokovy test, ktery spada do imunochromatografickych testi se vyuZzivé pro detekci
epitopit  karbapenemaz.  Detekce  probiha  pomoci  reakce  antigen-protilatka
na chromatografickém papiru. Nové¢ validovany laterdlni pritokovy imunotest umoziuje
detekci péti primarnich typl karbapenemdz, konkrétné KPC, NDM, VIM, IMP
a OXA-48-LIKE karbapenemdz (Lee et al, 2022). Dale existuyje multiplexni
imunochromatograficky test, ktery vyuziva monoklonalni protilatky k detekci variant OXA-48,

karbapeneméaz KPC, NDM a VIM (Caliskan-Aydogan ef al., 2023).

DalS§i moZnosti je hmotnostni spektrometrie s asistovanou laserovou ionizaci za letu
(MALDI-TOF/MS). Tento nastroj se osvédcil jako dilezity prostfedek v laboratotich klinické
mikrobiologie, protoZe umoziuje presnou a velmi rychlou identifikaci bakterii (Moreira ef al.,
2023). Identifikace bakteridlnich druht pomoci peptidovych spekter ziskanych hmotnostni
spektrometrii byla poprvé navrzena jiz v 70. letech 20. stoleti. Matrice pouzivané v tomto
procesu se skladaji z krystalizovatelnych molekul rozpusténych ve vodé nebo organickych
rozpoustédlech. V soucasnosti je k dispozici celd fada riznych matricovych sloucenin a dalsi
jsou ve vyvoji. Pro pouziti v hmotnostni spektrometrii musi matricové slouceniny spliiovat tii
zakladni kritéria: musi mit vhodnou molekulovou hmotnost, dostatecné nizkou pro snadné
odparovani, ale zaroven dostate¢né vysokou, aby pfi analyze nedoSlo k Gplnému odpaieni
ve vakuu; musi vykazovat silnou optickou absorpci v oblasti ultrafialového nebo
infracerveného spektra pro efektivni absorpci laserového zafeni; a musi byt také vybornymi
donory protontl, ¢imZ podporuji ionizaci analytu. Matrice v tomto procesu plni dvoji roli, kterd
jednak usnadniuje krystalizaci vzorku pro efektivni ionizaci, a zaroven slouzi jako ochranna
vrstva mezi vzorkem a laserovym paprskem. Vzorek je v matrici zachycen a kokrystalizovan.

Po aplikaci energie ve form¢ laserového paprsku dochazi k ionizaci analytu a ke vzniku
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jednotlivych protonovanych iontii. Tyto ionty jsou nésledné urychleny pomoci konstantniho
elektrického potencidlu a separovany na zakladé své hmotnosti béhem letu podél letové trubice.
Doba letu kazdého iontu je méfena podle okamziku, kdy dosédhne detektoru na konci letové

trubice (Yoon a Jeong, 2021).

Vyuziva se k detekci karbapenemdz analyzou degradacnich produkti vznikajicich béhem
inkubace bakteridlnich suspenzi s karbapenemy (Lee et al, 2022). Tato metoda, ackoli
spolehliva, vyzaduje tadu extrakénich krokG a trpi omezenimi specificity nespecificka
hydrolyza antibiotika mtize ohrozit jeji pfesnost, zatimco enzymy se snizenou hydrolytickou
aktivitou, napiiklad nékteré karbapenemazy typu OXA, mohou vést k faleSné negativnim

vysledkim a snizené citlivosti (Moreira et al., 2023).

4.5 Vyuziti umélé inteligence a strojového uceni

Umeélé inteligence (Al) se miize vyuzit v boji proti antimikrobialni rezistenci, jelikoz dokaze
porozumét chovani bakterii a miize pomoci zavést nejvhodnéjsi 1é€bu. Al by mohla poslouzit
jako pomocnik pro zlepSeni diagnostiky antimikrobidlni rezistence. Mohli by se vyuzivat
tzv. Al asistenti, ktefi by mohli mit pfistup k metadatim nemocni¢ni mikrobiologie
a individualnim faktoriim pacienta. Na zéklad¢ ziskanych informaci a pokynti k 1écbé
vyhodnotit nejvhodné;jsi druh antibiotik (Ahmed et al., 2024). Do Al je zapojena metodologicka
doména, kterd zahrnuje uvaZovani, prezentaci znalosti, strojové uceni a neuronovou sit

(Liu et al., 2024).

Strojové uceni spoivd ve sbéru dat a pfedzpracovani. DokaZe se naucit mechanismy
antimikrobialni rezistence z dat sekvence DNA. Tato technologie je velmi piinosnd v ziskavani
uzitecnych informaci z rozsahlych biologickych dat. Pomoci ziskanych informaci, se da Iépe
pochopit a predvidat charakteristika odolnosti patogennich mikroorganismi. Technika
strojového uceni mize byt velkym pomocnikem, diky schopnosti extrahovat data. Dokaze se
naucit vztahy sekvenci genomu patogenniho mikroorganismu a predpokladat citlivost
mikroorganismii na antibiotika. Timto zpusobem se mize stdit velkym pomocnikem
v diagnostice 1 1é¢bé. Vyuzivda se knavrZzeni a zlepSeni antimikrobidlnich peptidi.
Po zpracovani sekven¢nich dat miZe ptedpovidat antimikrobialni aktivitu peptidovych
sekvenci, dokonce i fidit syntézu novych antimikrobidlnich peptidd, které maji vysokou

antimikrobialni u¢innost (Li et al., 2024).

V mnoha piipadech se stdv4, ze je antimikrobidlni 1éCba pfedepsdna zbyte¢né. Zda se,

ze pocitacové doporuceni 1€kii snizuje piredepsani nevhodné 1écby o 5 %. V porovnani 1ékari
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nespravné predepisuji lécbu 9 % situaci. Vybér mize probihat na zdklad€ specifickych
antibiogramd, jelikoz je zapotiebi snizit pouzivani Sirokospektrych antibiotik, které zvysuji
pocty rezistentnich kmenti. S personalizovanymi antibiogramy je mozné zlepSit vybér

antibiotik a tim zlepsit 1 bezpecnost pacientli (Sakagianni et al., 2023).
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5. Karbapenem rezistentni Klebsiella pneumoniae

Z duvodu vyskytujici se K. pneumoniae, ktera produkuje ESBL se zaCaly vice pouzivat
karbapenemy. Ty patii do skupiny B-laktamovych antibiotik, do které se tadi jesté peniciliny,
cefalosporiny a monobaktamy. Tato skupina inhibuje tvorbu bunééné stény bakterii.
Antibiotika maji vétsi rozsah antimikrobialni aktivity a jsou obvykle pouzivany k 1é¢bé infekci

zpusobenych zastupci z Celedi Enterobacteriaceae (Li et al., 2023).

Rezistence kmentt CRKP viaci karbapenemiim je zprostiedkovana tfemi klicovymi
mechanismy: enzymatickou degradaci antibiotik pomoci karbapenemaz tiid A, B a D, zvySenou
aktivitou efluxnich pump a poruchou permeability vnéj§i membrany zplisobenou mutacemi
v porinovych proteinech OmpK35 a OmpK36 (Mohammadpour et al, 2025). Dal$im
mechanismem vzniku rezistence na karbapenemy muize byt zména proteinu véazajici penicilin
v bunééné stén¢, dale snizend propustnost membrany, anebo zvySena exprese efluxni pumpy
(Tompkins a van Duin, 2021). V klinické studii, kterd byla provedena od ¢ervence 2021 do
kvétna 2022 v Ciné zmitji, ze 73,90 % kmeni neslo gen blaxpc.2, ktery byl dominantni pro

karbapenem rezistentni hvKP i karbapenem rezistentni non-hvKP (Li et al., 2023).

Karbapenemy jsou jedny z B-laktamovych antibiotik a byvaji velmi ucinné v 1é€bé proti
bakteriim produkujicich ESBL. Strukturné jsou podobné peniciliniim a cefalosporintim. Jejich
pusobeni je zalozeno na potlaceni proteind vazajicich penicilin (PBP), tim narusi bakteridlni
sténu a znici bakterii osmotickym tlakem (Mohammadpour et al., 2025). U infekci zplisobenych
K.  pneumoniae jsou G€inné hlavn€¢ karbapenemy imipenem a meropenem
(Mohammadpour et al., 2025). Vyuzivany jsou zejména pro lécbu invazivnich a Zivot
ohrozujicich infekci z diivodu jejich tc¢inku, ktery je nezéavisly na koncentraci. Piisobi proti
grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim, dokonce 1 proti anaerobiim (Codjoe a Donkor,

2018).

5.1 Karbapenemazy

Patfi mezi tzv. B-laktamové antimikrobidlni ¢inidla. Enzymy hydrolyzuji B-laktamovy kruh
a tim inhibuji plisobeni antimikrobialnich latek. Jsou nejbéznéji klasifikovany do Ctyt tfid A,

B, C a D, které byly navrZzeny podle Amblera (Karampatakis et al., 2023).

5.1.1 Karbapenemazy tridy A
Karbapenemazy tiidy A klasifikovany podle Amblera vyuzivaji k hydrolyze B-laktamovych

antibiotik serinovy zbytek. Do této skupiny patii geny kodujici enzymy, kterymi jsou blakpc,
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blanuc/blamr a blasue, ptiemz nejCastéji detekovanym zéstupcem je gen blagpc. (Tompkins
a van Duin, 2021). Tento typ karbapenemdz je kodovan chromozomalné¢, plazmidem nebo
kombinaci obou. Karbapenemazy této tfidy dokdzi snizovat citlivost na imipenem pro bakterie,
které¢ byly citlivé a jsou schopné hydrolyzovat velké mnozstvi B-laktamovych antibiotik

1 karbapenemti (Aurilio et al., 2022).

5.1.2 Karbapenemazy tiidy B

Enzymy karbapeneméz tifidy B pfedstavuji klinicky vyznamnou skupinu p-laktamaz.
Na zaklad¢ svych strukturalnich a funkénich vlastnosti se déli do tfi podtiid: B1, B2 a B3
(Aurilio et al., 2022). Tato skupina enzymu se fadi vyhradné do tfidy f-laktamaz a hydrolyzuje
karbapenemy. Hydrolyza spociva v interakci B-laktamovych 1é¢iv s ionty zinku v aktivnim
misté enzymu. Podléhaji inhibici kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), cheldtorem
Zn*', a dal§imi dvojmocnymi kationty (Codjoe a Donkor, 2018). Jsou nazyvané jako
metalo-B-laktamézy a obvykle se nachazi v plazmidovych vektorech. NejvyznamnéjSimi
zastupci jsou metalo-B-laktaméza z Nového Dili (NDM), veronska integron kddovana metalo-
B-laktaméza (VIM) a imipenemdza (IMP) (Caliskan-Aydogan et al, 2023). NMD-geny se
typicky vyskytuji u K. pneumoniae a Escherichia coli (E. coli). U zastupctu celedi
Enterobacteriaceae bylo v této studii identifikovano ptes 18 typt karbapenemdz IMP a druh

VIM se u této celedi vyskytuje ziidka (Codjoe a Donkor, 2018).

5.1.3 Karbapenemazy tridy D

Jsou to enzymy, které maji ve své molekule serin. Maji vysokou heterogenitu ve struktuie
a v biochemickych vlastnostech. Jejich pisobeni se podoba karbapenemazam, ale maji nizsi
hydrolytickou kapacitu (Karampatakis et al., 2023). Byvaji Spatn¢ inhibované EDTA
a kyselinou klavulanovou. Primarné¢ se nachdzi u nefermentujicich mikroorganismd.
Karbapenemazy OXA maji schopnost mutovat a jsou tak schopny rozsifovat spektrum své
aktivity. Bakterie produkujici OXA-48 jsou velmi obtizné identifikovatelné kvili jejich
bodovym mutacim s ESBL (Codjoe a Donkor, 2018). Prvni identifikace enzymu typu OXA-48
byla u kmene K. pneumoniae v Turecku roku 2001. Do roku 2022 bylo hlaSeno az 30 variant
podobnych typu OXA-48 u Enterobacterales. Typ OXA-48 primarné hydrolyzuje peniciliny
na vysoké irovni, zatimco karbapenemy hydrolyzuje jen na nizké Grovni. Zajimavé naopak je,
ze OXA-48 ma nejvyssi znamou katalytickou G¢innost proti imipenemu (Dabos ef al., 2022).
Dalsi velmi znamé oxacilinaza z tfidy D je OXA-181. Oba typy enzymli OXA-48 a OXA 181

maji karbapenemazovou aktivitu, ale jejich hydrolyticka aktivita je slaba (Han et al., 2022).
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5.2 Geny rezistence

Horizontalni pienos gent (HGT) piedstavuje klicovy mechanismus S$ifeni antibiotické
rezistence napii¢ bakteridlnimi populacemi. Na rozdil od vertikdlniho pienosu, pii kterém
dochazi k predavani genetické informace z rodiCovskych bunék na potomstvo, umoziuje HGT
vyménu genetického materidlu mezi riznymi bakteridlnimi druhy nebo kmeny. Tento proces
vyrazné¢ urychluje Sifeni a ziskavani genli podminujicich antibiotickou rezistenci, ¢imz
predstavuje zdvaznou hrozbu pro uc¢innost antimikrobidlni terapie i pro vetejné zdravi. Jednim
z hlavnich mechanismti horizontalniho pienosu je konjugace, ktera zahrnuje piimy pienos
genetického materidlu mezi darcovskou a pfijemcovou buiikou prostfednictvim fyzického
kontaktu. Tento proces je zprostfedkovan konjugativnimi plazmidy, extrachromozomalnimi
molekulami DNA, které jsou schopné jak sebereplikace, tak pfenosu mezi bakteriemi.
Konjugativni plazmidy ¢asto nesou geny odpovédné za rezistenci, napiiklad geny kodujici
beta-laktamazy, efluxni pumpy nebo enzymy modifikujici cilové struktury antibiotik (Branda

a Scarpa, 2024).

Horizontalni pfenos genti zahrnuje nékolik zakladnich mechanismi, které umoziuji vyménu
genetického materidlu mezi bakteriemi a tim podporuji Sifeni genli rezistence. Prvnim
objevenym mechanismem byla pfirozena transformace (také oznaCovana jako piirozena
kompetence), popsana jiz v roce 1928. Transformace spoc¢iva v piijmu a zaclenéni exogenni
(vngj$i) nahé DNA z prostiedi do genomu kompetentnich pfijimajicich bakterii. Tento
geneticky material mize byt bud trvale integrovan do bakteridlniho chromozomu pomoci
homologni rekombinace, nebo vyuZit jako zdroj Zivin, ¢imZ bakterie obchazi nutnost de novo
syntézy nukleotidl. Na rozdil od konjugace a transdukce je tento proces zcela zavisly pouze na
pfijemci.

Dal$im vyznamnym mechanismem je transdukce, pfi niz je ptenos DNA mezi bakteriemi
zprostfedkovan bakteriofagy. Tyto viry, pfirozeni predatofi bakterii, jsou vSudypiitomni
v prirodnim prostfedi a vyznacuji se vysokou stabilitou a del$i perzistenci oproti bakteriim.
Diky témto vlastnostem mohou tc¢inn¢ pienaset geneticky material mezi riznymi bakterialnimi

hostiteli.

Nejvyznamnéj$im a nejrozsifenéjSim mechanismem HGT je vSak konjugace. Tento proces
umoznuje pfimy pienos genetického materidlu mezi darcovskou a piijemcovou buiikou
prostiednictvim fyzického kontaktu. Konjugace usnadiiuje pienos genti podminujicich

antibiotickou rezistenci, odolnost vii¢i tézkym kovlim, virulenci a dalSich adaptivnich znakd.
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Probihéd vyrazné rychleji v bakterialnich biofilmech nez v planktonnich (volné plovoucich)
kulturéch. Na rozdil od transdukce a transformace je konjugace zaloZzena na vytvoieni pariciho
paru mezi buitkkami. Tento kontakt je zprostfedkovan konjugativnimi pily u gramnegativnich
bakterii, coz odrazi zasadni rozdily ve struktuie jejich bunécnych stén (Michaelis a Grohmann,

2023)

5.2.1 Gen rezistence blagpc

Jsou to kddované geny, které jsou lemované sekvencemi souvisejicimi s transposomy a nachazi
se na pienosnych plazmidech, tim je napomahéano k rychlému Ssiteni (Hindiyeh et al., 2008).
Plazmid nesouci gen blagpc usnadiiuje pienos tohoto genu na jiné kmeny K. pneumoniae
pomoci transpozomu (Zhu et al., 2024). Geny nesouci blaxpc jsou schopny zpusobit infekci
ttemi mechanismy. Jsou to genetickd transpozice genu blagpc zprostiedkovana malymi
mobilnimi genetickymi prvky, horizontalni pienos plazmidu nesouciho blaxpc s klondlnim
Sifenim kment CRKP nesoucich blagpc. Prvni plazmid, ktery nesl gen blaxpc je oznacen jako

pKpQIL (Yang et al., 2021).

5.2.2 Geny rezistence blaivp, blaviv, blanpm a blaox

Mezi dalSimi geny karbapenemazy, které byly identifikovany u K. pneumoniae, patii blanpw,
blayiy, blamp a blaoxa. Jejich ptitomnost mize vést k rozvoji rozsahlé rezistence mezi
enterobakteriemi, coZ zasadné¢ omezuje moZnosti 1é€by béZzné¢ pouZivanymi antibiotiky.
Nasledkem toho je infekce nejen obtiZné 1écitelna, ale Casto je spojena i s vysokou mortalitou
(Lietal., 2023). Jako aktivni misto je oznacovano misto, které se vyznacuje jednim nebo dvéma
ionty. Tyto enzymy katalyzuji hydrolyzu B-laktamovych antibiotik. Gen blanpu byl detekovan
v nemocniénim odpadu v fadé zemi, véetné Ciny a statd Evropy. Tento gen je znamy svou
schopnosti indukovat rezistenci vic€i vétsiné bézné pouzivanych antibiotik a diky lokalizaci na
plazmidech dochézi k jeho efektivnimu a rychlému Sifeni mezi bakteriemi (Zhu et al., 2024).
Gen blaypym byl ptivodné identifikovan v Indii, odkud se nasledné rozsitil do celého svéta a stal
se CastéjSim zejména u kment karbapenem rezistentni hypervirulentni Klebsiella pneumoniae
(CR-hvKP). V poslednich letech byla zaznamenana rostouci incidence infekci spojenych

s genem blanpu, veetné propuknuti ndkazy v oblasti Pavie v Italii (Lei et al., 2024).

5.3 Nekarbapenemazové mechanismy

Ke karbapenemové rezistenci nemusi dochazet jen produkci karbapenemdz, dalSim
mechanismem je zména porinti vnéj§i membrany. Poriny OmpK35 a OmpK36, které

ptredstavuji hlavni transportni kanaly u K. pneumoniae, umoziuji prinik Zivin i farmakologicky
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aktivnich molekul, jako jsou inhibitory B-laktamovych antibiotik a p-laktamaz, do nitra
bakterialni buiiky. Ztrata porinu OmpK35 u kment produkujicich ESBL mize piedstavovat
jeden z mechanismti, kterym bakterie ziskdvaji vlastnosti vedouci k antimikrobidlni rezistenci.
Ke ztraté¢ porini OmpK35 a OmpK36 muze dojit vice zpisoby, jako jsou bodové mutace,
substituce aminokyselin nebo inzerce transponovatelnych prvkt do kédujicich sekvenci. Ztrata
porini byla rovnéZz zaznamenana u kmentt K. pneumoniae rezistentnich na karbapenemy,
atojak u izolatd nesoucich geny kodujici karbapenemazy typu blaoxa-4s, blanpy a geny
neprodukujici karbapenemazy (Gogoi et al., 2023). Na zéklad¢ studie autorti Brunson et al.
(2019) je patrné, ze odstranéni jednoho porinu souvisi s nizsi produkci pouzdra, zvySenym
obsahem lipopolysacharidu a zvySenou expresi kompenzacnich porinovych genti. Naopak,
potlaceni exprese OmpK35 i OmpK36 vedlo k vyraznému zvySeni produkce kapsli,
coz pravdépodobné umoznilo kmentim uniknout fagocytdze a potlacit baktericidni odpoveéd
makrofagu, kterd nasledné zvysuje pieziti bakterii. Dale vyvoj kmentl se ztratou porinil zahrnuje
kumulativni zmény v expresi n¢kolika virulentnich faktort, které podporuji preziti bakterii
u hostitele 1é¢eného antibiotiky. Pii kontaktu s makrofagy byla zaznamenana zvysena produkce
pouzdra a dalSich faktord virulence, které¢ ptimo koreluji s vy$si schopnosti K. pneumoniae
prezit fagocytozu. U K. pneumoniae bylo zjisténo, ze kmeny postradajici poriny OmpK35

a OmpK36 exprimuji alternativni poriny.

Rezistence na karbapenemy miize byt zplsobena izvySenou expresi efluxnich pump.
Kombinace efluxnich pump a porinové inaktivace ¢asto vykazuje synergii s nadprodukci ESBL
nebo AmpC p-laktamdz, coz pfispiva k vy$§i urovni rezistence vuci [-laktamovym

antibiotikim (Lan et al., 2021).
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6. Vyskyt

Organizace jako Svétova zdravotnicka organizace (WHO) a Evropské stiedisko pro prevenci
a kontrolu nemoci (ECDC) dlouhodob¢ sleduji vyskyt téchto rezistentnich kmenti a varuji pred
jejich rychlym $ifenim v nemocnicich i komunitnim prostiedi. V Ceské republice hraje klicovou
roli v monitorovani rezistentnich kment Statni zdravotni ustav (SZU), ktery prostfednictvim
Narodni referencni laboratofe pro antibiotika provadi konfirmaci a typizaci kment zasilanych

mikrobiologickymi laboratofemi. Tento aktivni dozor umoziiuje sledovat trendy rezistence.

Z poslednich dat zvetejnénych Evropskym stfediskem pro prevenci a kontrolu (ECDC) jsou
bakterie z tadu Enterobacterales rezistentni na karbapenemy velkou hrozbou a od roku 2019
dochazi k zvySeni jejich vyskytu. Ve 23 clenskych statech Evropské Unie (EU) je hlasen
vysoky vyskyt infekci krevniho teciSt€é zplsobenych K. pneumoniae rezistentni
na karbapenemy. V obdobi od roku 2019-2023 byly pozorovany vyrazné rostouci narodni
trendy v procentech rezistence na karbapenem rezistentni K. pneumoniae pro Belgii, Ceskou
republiku, Bulharsko, Chorvatsko, Estonsko, Mad’arsko, Némecko, Polsko, Slovensko,
Rumunsko, Svédsko a Slovinsko. Genomické sledovani karbapenem rezistentni K. pneumoniae
ukézalo, Ze nejvetsi riziko v evropskych zemich je Sifeni vysoce rizikovych linii K. pneumoniae
nesouci karbapeneméazové geny vramci akutni péfe v nemocnicich. V roce 2019 byly
v 36 evropskych zemich detekovany nejcastéji tyto geny rezistence na karbapenemy blagpc,
blaoxa-4s, a blanup. Od roku 2019 se vSak prepoklada, Ze se data budou lisit. ECDC uvadi, Ze
existuji zpravy o rostouci detekci dvou genl rezistence pro karbapenemdzy, a to blaoxa-4s

a blanyp v evropskych zemich.

V Ceské republice u K. pneumoniae rezistentni na karbapenemy doslo ke zhorseni o 189 %
u infekci krevniho tecisté. Incidence na 100 000 obyvatel stoupla z 0,09 v roce 2019 na 0,26
v roce 2023. Tabulka 1 dokumentuje vyskyt infekci krevniho fecisté v clenskych statech EU
zpusobenych karbapenem rezistentni K. pneumoniae z roku 2019. V tabulce 1 mizeme vidét
doporuceni o kolik procent bychom se méli zlepsit do roku 2030 ve vyskytu infekci krevniho
fecisté. Je zapotiebi zaujmout urcitd vnitrostatni opatfeni k dosazeni tohoto cile. M¢l by se
posilit dohled, kontrola kvality, zajiSténi kontroly infekci, nemocni¢ni hygienu a vice $kolicich
aktivit. Dal§im moznym doporucenim je rozvijet a ndsledné provadét imunizacni programy
a pfijmout opatfeni k prevenci nemoci, ¢imz mizeme predchazet pravé ockovanim. Staty jsou
vybizeny k pfizplsobeni 1écby béZnych infekci a perioperacni profylaxe a to tak, ze maji

respektovat osvédcené postupy a optimalizovat pouzivani antimikrobidlnich latek.
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Tabulka 1. Prevalence infekci krevniho reciste zpiisobenych karbapenem rezistentni K. pneumoniae
(prevzato z ECDC, 2025)

Clensky stat ] Doporuéené sniZeni cile do
Vyskyt infekei krevniho Fecisté Klebsiella pneumoniae rezistentmich na karbapenem () roku 2030
(pofet na 100 000 obyvatel) v roce 2019

EE 0,00 0%
LV 0,00 0%

L 0,02 0%
SE 0,03 0%
SI 0,05 2%
[FI 0,06 2%
DK 0,07 2%
CZ 0,09 2%
HU 0,09 2%
I 0,11 2%
LU 0,16 2%
DE 0,20 2%

A 0,20 2%
[FR 0,22 2%
BYT 0,27 2%
SK 0,52 4%
LT 0.54 4%
[ES 0,76 4%
HER 1,20 4%
[PL 1,38 4%

IT 2,13 4%
BG 2,29 4%
CY 2,61 5%
PT 2,93 3%
RO 712 5%
TO 8,51 3%
[EL 13,05 3%

Vyvoj procentualniho vyskytu karbapenem rezistentnich kment K. pneumoniae v Ceské
republice v letech 2005 az 2023 ukazuje postupny narast rezistence. Jak je patrné z grafu 1.,
v obdobi mezi lety 2005 az 2015 byla mira rezistence relativné nizka, vétSinou pod 0,5 %.
Od roku 2016 dochézi k postupnému nartistu, pficemz vyrazngjsi vzestup je patrny zejména
od roku 2019. Nejvyssi hodnoty byly dosaZeny v letech 2022 a 2023, kdy procento rezistentnich
kmenti dosahlo pfiblizn¢ 1,5 %. Tyto vysledky naznacuji, Ze problematika karbapenem

rezistentni K. pneumoniae v Ceské republice zac¢ina nabyvat na vyznamu a vyzaduje zvySenou

pozornost.
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Graf 1. Procentudini vyskyt karbapenem rezistentni K. pneumoniae v Ceské republice (pievzato a upraveno z ECDC, 2025)
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Tato skutecnost je podpotfena také mapou na obrazku 4. zndzoriujici rozsifeni karbapenem
rezistentnich kment K. pneumoniae v Evropé. Ceska republika je na mapé zafazena
do kategorie 5-10 % rezistentnich kmend, coz je stfedni hodnota ve srovndni s ostatnimi
evropskymi staty. Nejniz$i procento rezistence (<1 %) je patrné ve skandindvskych zemich
a nékterych zapadoevropskych statech, zatimco nejvy$si miry rezistence (nad 50 %) jsou
zaznamenany v zemich jihovychodni Evropy, jako je napiiklad Italie, Recko a &asti Balkanu.
Tento evropsky kontext ukazuje, 7e¢ Ceska republika se v problematice rezistence nachazi

piiblizn¢ uprostied, avsak s potencialnim rizikem dalSiho zhorSovani situace.

Procentudlni zastoupeni rezistentnich izolatt (%)
0 <1%
1-<5%
5-<10%
10-<25%
25-<50%
50-<75%
>275%

O

EEREOO

Obrazek 4. Mapa Evropy s procentudlnim vyskytem kmenu karbapenem rezistentni K. pneumoniae (prevzato z ECDC, 2025)

V Ceské republice je monitoring karbapenemaz provadén od roku 2012. Mikrobiologické
laboratofe zasilaji kmeny enterobakterii, u kterych je podezieni na produkci karbapenemazy,
do Nérodni referencni laboratofe nebo do laboratofe antibiotické rezistence a aplikaci
hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii Biomedicinského centra LF UK v Plzni.
Toto probiha v souladu s metodickym pokynem ke kontrole vyskytu importovanych piipada
kolonizace nebo infekce zplisobené enterobakterii produkujici karbapenemazu. VysSetiuji
se nejvyznamnéjsi geny kodujici karbapenemazy, kterymi jsou blanp, blayivu, blakpc, blaoxa-ss-
like, blanpy, blages a blang. Od roku 2014 doslo k nartistu zachycenych karbapenemaz v Ceské

republice viz graf 2.

40



1 200

1000

H mp(3) [d Kkpc(513)

800 #E NDM (1582) = OXA-48 (506)

W vIM (93) # GES(7)

600

400

I

200

IIII ““
..... ==
0 =22 woe=con samoaren ‘recranent

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

g

I

Graf 2. Vyskyt riiznych druhit karbapenemaz zachycenych u gnterobakterii v letech 2014—2022 v Ceské republice
(prevzato ze SZU, 2024)

V roce 2020 bylo 37 % ze vsech zachycenych karbapenemdaz u enterobakterii. V roce 2021
doSlo k vyraznému narGstu vyskytu Klebsiella pneumoniae, kterd tvotila 73,1 % vSech
zachycenych karbapenemdz. Je vSak dulezité zohlednit, Ze v roce 2020 byl celkovy pocet
detekovanych enterobakterii produkujicich karbapenemézu vyrazné€ nizsi. Nasledujici graf 3
zobrazuje zastoupeni jednotlivych bakterii produkujici karbapenemazy, véetné K. pneumoniae.

Z grafu vyplyva, Ze K. pneumoniae je v porovnani s ostatnimi bakteriemi nejvice zastoupena.
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Graf 3. Vyskyt jednotlivych enterobakterii produkujici karbapenemdzy v letech 2014-2022 v Ceské republice
(prevzato ze SZU, 2024)

Grundmann et al. (2017) provadéli detekci karbapenemaz u K. pneumoniae v Evropé. Odbér
vzorkl probihal po dobu Sesti mésict, od 1. listopadu 2013 do 30. dubna 2014. V tomto obdobi
bylo kazdému sbérnému mistu zaddno, aby shromazdilo prvnich deset po sobé jdoucich
primarnich kmeni K. pneumoniae ziskanych z klinickych vzorka jednotlivych pacientti, u nichz
lokéalni rutinni testovani prokazalo rezistenci vuci alespon jednomu karbapenemu (imipenemu,
meropenemu nebo ertapenemu). Do studie byly zafazeny vSechny typy klinickych vzorka
s vyjimkou vzorkl stolice. Pro detekci karbapenemaz byly pouzity PCR zamétené na Ctyfi
hlavni skupiny gent: K. pneumoniae karbapenemaza (KPC), New Delhi metalo-B-laktamaza
(NDM), oxacilindza-48 (OXA-48-like) a Verona integronem kodovana metalo-p-laktamaza
(VIM). Fenotypové potvrzeni produkce karbapenemézy bylo provedeno pomoci testll synergie
dvojitého disku, test kombinovaného disku a testu Carba NP. Nésledujici tabulka 1 v pfiloze
1 udéava prehled o Sifeni riiznych typt karbapeneméz produkovanych K. pneumoniae. Data jsou
rozdélena dle jednotlivych zemi a ukazuji ndm znacné rozdily v poctu ptipadi a zastoupeni
jednotlivych typti enzymil. Ze studie tedy vyplyva, Ze Italie, Recko a Turecko maji nejvyssi
pocet potvrzenych kmenl K. pneumoniae produkujicich karbapenemazy ze zapojenych zemi
Evropy. Nejcastéji byla detekovdna karbapeneméza typu KPC, kterd dominovala zejména

v Italii, dale byla vyznamné& zastoupena i v Recku a Polsku. Enzymy OXA-48-like byly
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zastoupeny nejcastéji v Turecku a typy enzymu NDM a VIM byly zaznamenany v Némecku,

Rumunsku, Portugalsku a Spanélsku.

Ve studii David et al. (2019) bylo provedeno sekvenovani genomu u 1717 klinickych kment
pochazejicich z 244 nemocnic ve 32 zemich. Z toho bylo 773 izolatt citlivych na karbapenemy,
zatimco zbyvajicich 944 vykazovalo rezistenci. Jak vyplyva z grafu, v Ceské republice byl
u kment detekovan gen typu blaoxs-4s-ike. Ostatni kmeny rezistentni na karbapenemy
vykazovaly odlisSné mechanismy rezistence. NejvysSi pocet rezistentnich kmeni byl
zaznamenan v Italii, Turecku a Spanélsku, kde dominuje p¥itomnost genu blaxpc.ie. V nékolika
dalgich zemich, jako jsou Rumunsko, Recko nebo Srbsko, je patrny také vyznamny vyskyt genti
blaoxa-ssike a blanpaike. V- Ceské republice je mnozstvi rezistentnich kmenti v porovnani
s témito zemeémi vyrazné nizsi, pficemz vétSina kmeni byla karbapenem-senzitivni, coz je vidét
na grafu 4. Pfi interpretaci téchto vysledki je v§ak nutné zohlednit i celkovy pocet testovanych

vzorki v jednotlivych zemich. Nizsi poc¢et kment v Ceské republice miize odrazet mensi rozsah

sbéru dat.
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Graf 4. Vyskyt genii kodujicich karbapenemazy u K. pneumoniae napric evropskymi staty
(prevzato a upraveno dle David et al., 2019)
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7. Lécba

Drtive lidé umirali na tézké bakteridlni infekce, to se ovSem zménilo s ptfichodem antibiotické
1écby. Antibiotika tak zachranila miliony lidi po celém svété. Pozdéji vznikl fenomén zvany
antibiotickd nebo antimikrobidlni rezistence, ktery muze zpisobit velky problém (Gordillo
Antamirano et al., 2021). Z duvodu ptibyvajicich rezistenci je nutnosti zacit hledat latky, které

by mohly byt u¢inné proti rezistentnim kmentm (Raza et al., 2024).

7.1 Moznosti antibiotické 1écby

Novou kombinaci 1éCiva je ceftazidim/avibaktam. Ceftazidim je B-laktamové antibiotikum
a avibaktam je B-laktamézovy inhibitor s aktivitou proti f-laktamazam Amblerovi klasifika¢ni
ttidy A, C a n¢kterym f-laktamazam ttidy D (Lei et al., 2024). Je to kombinace cefalosporini
tfeti generace s inhibitorem B-laktaméz. Aktivni slozka je hlavné ceftazidim, ktery se vaze
na protein vazajici penicilin, ¢imz inhibuje syntézy bun&tné stény. Avibaktam je vice
specificky, jelikoz poskytuje ochranu pied urcitymi B-laktamazami. Je to inhibitor f-laktamaz
druhé generace a fadi se do skupiny derivati diazabicyklooktanu. Vnimavost bakterii fazenych
mezi bézné Enterobacterales je in vitro vysoka (Lee et al., 2022). Avibaktam je inhibitor
B-laktamézy a je reverzibilné navazan na serin-f-laktamdzy. Z tohoto diivodu je aktivni proti
vétSiné  karbapenemdz jako je napt: OXA-48, ale je neaktivni proti producentim
metalo-B-laktamdzy. Tento problém se vyfeSil pravé kombinaci antibiotik
ceftazidim-avibaktam a aztreonam. Pravé avibaktam pomaha aztreonamu zlstat aktivni, diky

tomu Ze inhibuje serinové karbapeneméazy (Chiotos et al., 2020).

Cefepim/zidebaktam je kombinaci cefalosporinii ¢tvrté generace s inhibitorem [B-laktamazy.
Tato kombinace je i€¢inna ke znacné €asti Enterobacterales a to 1 rezistentnich na karbapenemy.
Utinng plisobi proti bakteriim, které produkuji karbapenemizy, metalo-B-laktamazy
a karbapenemazdm podobnym OXA-48 (Lee et al., 2022). Cefepim/zidebaktam obsahuje
bicykloacylhydrazidovou sloZku. Zidebaktam inhibuje B-laktamdzy a ma vnitini antibakterialni
aktivitu. Zidebaktam je schopen ochranit cefepim proti hydrolyze p-laktaméazami, tim dochézi

roz$iteni antibakterialni aktivity (Thomson et al., 2019).

Kolistin a tigecyklin jsou povaZovany za moznost 1é€by posledni linie a jejich tGspéSnost
spociva predevsim v kombinované terapii. Nevyhodou kolistinu je, Ze zptisobuje nefrotoxicitu
a existuje velkd pravdépodobnost vzniku rezistence na kolistin, kterd se u karbapenem

rezistentni K. pneumoniae rozviji rychle (Opoku-Temeng et al., 2019).
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Dal$im moznym feSenim muze byt vyuziti polymyxind, které piredstavuji terapeutickou
moznost posledni volby pii 1é€bé onemocnéni zplisobenych rezistentnimi gramnegativnimi
bakteriemi. Mezi klinicky dostupné polymyxiny patii polymyxin B a polymyxin E (také znamy
jako kolistin), které se vyuzivaji predevsim pii 1écbé infekcei vyvolanych multirezistentnimi
gramnegativnimi organismy, kdy selhavaji jiné antibiotické terapie. Kombinace polymyxinu B
s minocyklinem nebo rifampicinem se ukézala jako U¢inna proti kmenim K. pneumoniae

produkujicim karbapenemazy typu NDM-1 a OXA-48. (Lei et al., 2024).
7.2 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy (AMP) jsou biomolekuly, které jsou produkovany béhem vrozené
imunity zZivymi organismy a maji antibakterialni, antiparazitické, antibiofilmové a dalsi uc¢inky
(Raza et al., 2024). Jsou slozené vétSinou z 2-50 aminokyselin a jejich antimikrobialni
pusobeni vznikd interakci s bakteridlni membranou. Dojde k naruseni membrany
a fyziologickych procesti, které se poji s membranou (Liu et al, 2024). Momentalng je
testovano nékolik druhli antimikrobidlnich peptidl a zjistilo se, Ze rtizné peptidy mohou mit
ivice cili. Antimikrobidlni peptidy jsou schopny brzdit bunéné déleni a biogenezi vnéjsi
membrany (Raza et al., 2024). Existuje vice druht AMP, které jsou rozdéleny na zakladé
ptvodu. Antimikrobidlni peptidy Zivocisného piivodu jsou Siroce rozsifené (hmyz, savci
a obojZzivelnici) mohou produkovat velké mnozstvi latek s antimikrobidlnim t¢inkem. DéEli se
do tfi kategorii podle sloZeni a struktury (linearni peptidy se strukturou a-helixu, pB-listované
globularné strukturované peptidy a strukturované peptidy, které obsahuji specifické
aminokyselinové zbytky). AMP obojZivelnikll jsou U¢inné a bezpecné, coz se ukdzalo pfi
rozsédhlém studovani, a proto byly Uspé&s$né aplikovany v klinické praxi. Dalsi AMP mohou byt
rostlinného ptivodu a jsou brany jako obranny mechanismus rostlin. DEli se na thioniny,
defensiny, heveiny, proteiny pfenosu lipidii, snakiny a uzly. Poslednim typem jsou AMP, které
jsou odvozené od mikroorganismu (Ji et al., 2024). Imunomodulacni aktivita AMP zahrnuje
rizné imunitni reakce. Defensiny jsou produkované lymfocyty, neutrofily a epitelialni bunky
sliznic a ktize. Histatiny maji velky obsah aminokyselin a byly vyizolovany z lidskych
pfiusnich Zzlaz. Maji antifungélni a antimikrobidlni vlastnosti. V nizkych hladinach jsou
v epitelidlnich buiikkdch, na povrchu kize a sliznic exprimovany katelicidiny. Maji
antimikrobidlni G¢inek, jak na bakterie, tak i na houby, parazity a obalené viry. Mohou ptisobit

na intraceluldrni procesy i na integritu membrany (Talapko et al., 2022).
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Antimikrobidlni peptidy, které naruSuji cytoplazmatickou membranu potlacuji syntézu
prekurzord (lipid II) bunééné stény a zpusobuji tim inhibici tvorby bunécné stény. V podstaté
je inhibovan transport peptidoglykanu a tim je nestabilni bunétna sténa. Nekteré AMP jsou
schopné cilit na peptidoglykanové fetézce, coz zplisobi zménu struktury a funkce bunécné
stény. U gramnegativnich bakterii mize s AMP interagovat vnéj$i membrana a zvysit tim jeji

permeabilitu (Ji et al., 2024).

Opacny ucinek maji nemembranolytické AMP, které pusobi na DNA, RNA a proteiny
bakterialni buiiky a tim dochazi k naruseni funkce (Zhu et al., 2024). AMP mohou prochazet
do bunky pomoci defekti v membran¢ tzv. kruhového poruseni. AMP tohoto typu dokazou
inhibovat syntézu DNA, RNA a jinych molekul. Dale mohou naruSovat proces bunécného
dychani, naruSit enzymy a poskodit opravné drihy nukleovych kyselin. Ur€itymi zplsoby
dokaze AMP narusit syntézu proteind, které jsou dulezité pro spravnou funkci bakterie. AMP
timto ptsobi proti ristu bakterie a dochazi k jeji dysfunkci. Konkrétné¢ antimikrobidlni peptidy
s oznacenim Bac5 a Bac7 inhibuji syntézu proteinti a RNA a téz plisobi i na bunécné dychani

u K. pneumoniae (Ji et al., 2024).

Dalsi nadéjnou kombinaci je kombinace antimikrobidlni peptidu s antibiotikem. Tato
kombinace by mohla zvysit antimikrobidlni aktivitu a snizit toxicitu pouzitych latek v zavislosti
na davce. Do popfedi se dostava také vyuziti umélé inteligence, kterd by mohla pomoci
v designu peptidld. Veliky zdjem je i o vyuziti peptidomimetické technologie a také vyuziti

nanocastic a riznych hydrogelii k zvySeni G€innosti a bezpecnosti (Ho et al., 2025).

7.3 Fagova terapie

Kvili zvysené odolnosti k antibiotikim se zacala rozvijet fagova terapie, kterd je slibnym
feSenim pro 1écbu infekei zptisobenych bakterii rezistentni na riizné 1é¢iva (Tompkins a van
Duin, 2021). Kvili neschopnosti se replikovat mimo hostitelskou buitku musi vyuzit replikacni
aparat hostitele. Nejbézngj)Sim typem jsou fagy socasem dvoufetézcové DNA,
ktera je zapouzdiena v kapsid¢ a ta je pfipojena k ocasu (Strathdee et al., 2023). Fagy jsou
schopny cilit na slozky bunécné stény, vnéj§i membrany nebo na integralni membranové
proteiny (Gordillo Antamirano ef al., 2021). Bylo zjisténo, Ze fagova terapie dokaze zacilit na
bakterie 1 bez poruseni doprovodné mikroflory (Zhu et al., 2024). Interakce faga a imunitniho
systému hostitele probiha dvéma hlavnimi zplisoby. Do fagové imunomodulacni odpovédi
spadaji u¢inky na fagocytarni buiiky, interakce s T a B lymfocyty a produkce cytokinli. Dojde-

li k poskozeni bakteridlni buniky fagem, je vice podporovana fagocytéza makrofagli. Timto
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dochazi k eliminaci bakterii. DalSim zpiisobem je imunogenicita, diky ni dochazi k zapojeni

vrozenych a adaptivnich bun¢k (Singh et al., 2024).

Pokud se vyuzivaji pti 1€cbé fagy jako jediny terapeuticky prostfedek oznacujeme 1écbu jako
konvenc¢ni fagovou terapii. Miize byt vyuzit pouze jeden fag (monofagova terapie) anebo jejich
kombinace (polyfagova terapie). Polyfagova terapie miize byt navrzena proti jednomu a vice

bakterialnich kmenti jednoho druhu i vice druhti (Gordillo Altamirano a Barr, 2021).

V klinické studii Anand et al. (2019) hodnotili fagovou 1éCbu zapalu plic zplsobenou
rezistentni bakterii K. pneumoniae. Fag byl izolovan z feky Gangy a bylo zjisténo, ze je lyticky
aktivni. To znamenad, Ze velmi efektivné ni¢i bakterie. Vyzkum probihal na mySich, kterym byla
bakterie vpravena do plic. Mysi, které byly léCeny fagovou terapii mely méné zavazné
poskozeni plic a mensi podil bakterii v plicich, tento efekt byl pozorovan jiz po 48 hodinach
od podani fagové terapie. Fag, ktery méa oznaCeni VTCCBPA43 byl proti K. pneumoniae

ucinny a nebyly zaznamenany zaddné vedlejsi ucinky po podani fagové terapie.
7.4 Vakcina

Jelikoz je vétSina infekci, které jsou spojeny srodem Klebsiella ziskana v nemocni¢nim
prostiedi zacina se diskutovat o piipadné vakcin€. Dochazi k rozhodovani mezi dvéma
povrchovymi slozkami, které¢ by se mohly vyuzit k pfipravé vakciny (Opoku-Temeng et al.,
2019). Uvazuje se i o vakcinach na bazi rekombinantnich nebo kultivovanych proteind, na bazi
extracelularnich vezikul, genetické vakciny na béazi ribozom a multiepitopové vakciny (Zhu

et al., 2024).

7.4.1 Vakcina na bazi lipopolysacharidu

Lipopolysacharid (LPS) poméha bakterii se vyhnout opsonizaci a aktivaci komplementového
systému. Pravé zminény O-antigen je potencionalni cil pro vyvoj vakciny (Opoku-Temeng
et al., 2019). Je totiz dulezitym faktorem pro pteziti po invazi do hostitele. Lipopolysacharidy
predstavuji vysoce imunogenni molekuly a jsou kliCovymi faktory virulence u K. pneumoniae.
Diky své povrchové expozici a relativné nizké variabilité ve srovnani s polysacharidy byly
vakcinacni formulace zalozené na fragmentech LPS nebo celkovém LPS uspésné ovéieny
v riaznych modelech infekce. U K. pneumoniae bylo identifikovano 11 riiznych O-antigeni,
coz je vyrazné¢ mén¢ ve srovnani s rozmanitosti polysacharidovych struktur tvoficich jeji
kapsuli. Mezi klinicky vyznamnymi kmeny se nejcastéji vyskytuji sérotypy O1, 02, O3 a OS5,
pficemz az 98 % izolath spada do sérotypti Ol az O4. Rizné vakcinacni formulace zaloZené

na lipopolysacharidu byly testovany v experimentdlnich modelech infekce K. pneumoniae.
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LPS izolovany z bakterialnich bun€k prokéazal schopnost snizit bakterialni zatéz v plicich
u modelu lobarni pneumonie u mysi, avSak soucasn¢ vykazoval pyrogenni Gcinek v testech

télesné teploty u kralika (Assoni et al., 2021).

7.4.2 Vakcina na bazi kapsularniho polysacharidu

Kapsularni polysacharidy se u K. pneumoniae skladaji z opakujicich se sacharidovych slozek,
které vytvaii ochrannou vrstvu. Byly vyvinuty protilatky proti kapsuldrnimu polysacharidu,
které zvysuji schopnost fagocytdzy a tim napomahaji u¢inné eliminaci bakterii (Opoku-Temeng
et al., 2019). K vytvoieni vakciny se mohou vyuzit i bioinzenyrské fagy. Vakcina¢ni sekvence
nebo antigen je klonovan do jednoho z proteinu kapsidy fadga (hlavniho nebo dopliikového
proteinu). Antigen se exprimuje na povrchu figa a je prezentovan imunitnimu systému.
U bakteriofagovych DNA vakcin je uvnitt faga vloZen specidlni geneticky usek, ktery obsahuje
navod na vyrobu antigenu. Fagy jsou po podani rozpoznany antigen prezentujicimi buitkami
(makrofagy a dendritické buiiky) a ty nasledné exprimuji antigen a podporuji adaptivni imunitni
odpovéd’. Imunitni systém si antigen zapamatuje a dochazi k tvorbé protilatek (Gordillo

Altamirano a Barr, 2021).

Velmi vyuzivané k imuniza¢ni strategii jsou proteiny. Proteiny se ziskavaji kultivaci
K. pneumoniae anebo ziskané technologii rekombinantnich proteinti. Protein vnéj$i membrany
OmpA je faktor virulence, tim ze udrzuje strukturalni integritu bunécného obalu, pomaha
k adhezi k hostitelskym buiitkdm a podili se na tvorbé biofilmu. Rekombinantni proteiny
OmpK36, OmpK17 a chiméricky protein byly testovany jako potencidlni vakcinaéni strategie
u mysi, pficemz jako adjuvans bylo pouZito nekompletni Freundovo adjuvans. Po subkutdnni
imunizaci vSechny tfi rekombinantni antigeny vyvolaly silnou produkci IgG1 protilatek, u nichz
byla nasledné potvrzena opsonofagocytarni aktivita. Navic imunizace vedla k ¢aste¢né ochrané

mysSi pii nasledné expozici bakteriim K. pneumoniae (Douradinha, 2024).

Ve vyzkumu zabyvajicim se pfipravou vakcin byly hodnocené i slozky, které se podileji
na tvorbé biofilmu. AK36 obsahuje imunodominantni epitopy proteint vnéj$i membrany a byla
zkoumdna na mySich modelech systémové infekce. Imunizace vyvolala tvorbu protilatek,

které byly schopny omezit tvorbu biofilmu u K. pneumoniae (Babu et al., 2017).

Dal§im alternativnim pfistupem v 1écbé je vyuziti kombinace protilatka-antimikrobidlni
konjugaty. Zaméiuji se specificky na misto infekce. V konjugatu jsou obsazené monoklonalni
protilatky, které se zamétuji na jedine¢né bakteridlni vlastnosti. Protilatky oznacované 17H12

a 8F12 jsou schopny vazby na pouzdro K. pneumoniae konkrétné€ na oligosacharidové epitopy.
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Timto zplisobem zamezi tvorbé biofilmu, dochazi k zesileni fagocytdzy a intracelularni

destrukce (Yu et al.,, 2023).

7.5 Vyvoj léki pomoci umélé inteligence

Umeéld inteligence mlze pomoci v urychleni objevu novych antimikrobidlnich latek.
Ze sekvenci genomu by mohla, diky vypoctovym navrhiim piedvidat nové antimikrobialni
peptidy (de la Lastra et al., 2024). Pomoci hlubokych neuronovych siti byly vyvinuty nové
antimikrobialni peptidy.

Bakteriofagy vykazuji dva odlisné zivotni cykly: virulentni a lyzogenni (mirny), pficemz
virulentni cyklus ma zasadni vyznam pro vyuZiti v ramci fagové terapie. Predikce (odhadovani)
zivotniho cyklu fagi je klicova, avSak zlstdva ndrocna, zejména u fagh ziskanych
z metagenomickych dat. K ptekonani této vyzvy byly vyvinuty inovativni pfistupy zalozené
na ume¢lé inteligenci. Nastroj PHACTS (néstrojova sada pro klasifikaci fagi) zavadi novy
algoritmus zalozeny na podobnosti a vyuZziva metodu fizené klasifikace pomoci ndhodného lesa
(random forest), ¢imz umoziiuje ptesné zarazeni fagii do kategorii virulentni nebo lyzogenni
s plsobivou presnosti 99 %. Uméla inteligence tak nachazi stale S$irsi uplatnéni i pfi samotném
vyvoji fagové terapie, jak je zndzornéno na obrazku 5. Ve vyzkumu virovych sekvenci
se vyuzivaji pokrocilé néstroje fizené umélou inteligenci, které usnadiiuji objevovani, anotaci
a analyzu virovych sekvenci v komplexnich metagenomickych datech. Existuje fada nastrojd,
které se uplatnuji i pfi vyvoji novych bakteriofagii. Naptiklad nastroj Seeker, zalozeny
na hlubokém uceni, umoziiuje detekci riznych bakteriofagil, a to 1 v ptipadech, kdy vykazuji
jen minimdlni sekvencéni podobnost s jiZ znamymi fagovymi rodinami. Naopak ndstroj
VIBRANT vyuzivd kombinaci strojového uceni a analyzy proteinové podobnosti, ¢imz
umoznuje autonomni detekci, anotaci a hodnoceni dopadu virovych elementi

v metagenomickych sestavach (Liu et al., 2024).
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Obrazek 5. Vyuziti umélé inteligence ve vyvoji fagové terapie (upraveno dle Liu et al., 2024)

Umeélé inteligence nabizi inovativni pfistupy i1 k identifikaci potencidlnich antibakterialnich
sloucenin a optimalizaci jejich vlastnosti, ¢imz piispiva k efektivnéjSimu vyvoji novych
terapeutik. Vstupni data pro tyto metody mohou zahrnovat Siroké spektrum sloucenin,
od malych molekul a peptidli aZ po proteiny a také experimentalni idaje o jejich antibakterialni
aktivité nebo MIC. Tato data jsou nésledné rozd€lena do trénovacich, valida¢nich a testovacich
sad a dale zpracovana pomoci riznych technik, jako jsou molekularni deskriptory, otisky prstt

nebo obrazové reprezentace molekul.

Jednou z hlavnich oblasti vyuziti Al v objevovani 1éCiv je virtualni screening. V tomto procesu
algoritmy strojového uceni analyzuji rozsahlé databaze chemickych sloucenin s cilem
identifikovat molekuly s potencialni antibakterialni aktivitou. Na zdklad¢ Skoleni na znamych
antibakteridlnich latkdch a jejich strukturnich charakteristikdch mohou modely umélé
inteligence predpovidat pravdépodobnost, ze urcité slouceniny vykazuji antimikrobialni
vlastnosti. Timto zplsobem dochédzi k vyraznému zazeni poctu kandidatnich molekul,
které jsou nasledn€ podrobeny experimentalni validaci, coz cely proces vyvoje novych lé€iv

zefektiviiuje a urychluje (Branda a Scarpa, 2024).
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7.6 Nanotechnologie

Jednou z perspektivnich moznosti jsou 1é¢iva zaloZzend na nanotechnologiich. Nanotechnologie
umoziuje syntetizovat rizné typy nanocastic z objemovych materialti. Vyuziti nanocastic pro
cileny transport 1€Civ, tepla, svétla ¢i jinych chemickych latek do specifickych typi bunck
je v soucasnosti intenzivné testovano. Navic diky svym unikdtnim rozmérim a fyzikalnim
vlastnostem umoziiuji nanomateridly cileny zasah proti biofilmim a rezistentnim infekcim
(Barani et al., 2022). Tyto systémy jsou cenény piedevsim pro svou schopnost snizovat toxicitu
1éCiv a zvySovat presnost cileného zdsahu na postizené oblasti. Mezi rliznymi materialy
vyuzivanymi pfi transportu nanoléciv jsou nanocéstice oxidu kiemicitého upfednostiiovany
diky své velké povrchové plose, snadné chemické modifikovatelnosti a vysoké biokompatibilité
(Zhong et al, 2024). Nanomateridly mohou piekonavat existujici mechanismy Iékové
rezistence u patogennich bakterii prostfednictvim nckolika cilenych Uc€inka. Patii mezi né
naruSeni struktury bunééné stény a membrany, indukce tvorby reaktivnich forem kysliku
(ROS), poskozeni vnitrobunéénych komponent, cilené dorucovani terapeutickych latek
arozklad biofilmové struktury (Zhu et al., 2024). Nanocastice vykazuji pfimé antibakteridlni
ucinky ptedevsim diky svému vysokému poméru povrchové plochy k objemu, coZ umoziuje
intenzivngj$i interakci s bakteridlnimi bunkami. Kovové nanocastice naptiklad generuji
reaktivni formy kysliku (ROS), které zptisobuji oxidacni stres, poSkozeni bunécné membrany
a naslednou bunécnou smrt. Diky své malé velikosti a velkému povrchu snadno pronikaji
bakterialnimi membranami, naruSuji syntézu bunécné stény a vedou k tniku intracelularniho

obsahu (Parvin et al., 2025).

Kromé ptimého antibakteridlniho piisobeni nachézeji nanomaterialy uplatnéni také jako ¢inné
nosi¢e antibiotik. Nanonosice, jako jsou lipidové nanocastice, polymerni micely nebo
dendrimery, umoziuji zapouzdieni antibiotik, ¢imz zvySuji jejich stabilitu, chrani je pted
degradaci a umoziuji kontrolované uvoliiovani Gc¢inné latky v ¢ase. Tim zlepSuji biologickou
dostupnost 1éc¢iv, prodluzuji jejich G€inek a pomadhaji piekonat problémy, jako je Spatna
rozpustnost nebo rychlé vylu¢ovani z té€la. Nanomateridly se rovnéz osveédCily jako Ucinné
prostiedky pro naruseni nebo prevenci tvorby biofilmi. Diky specifickym povrchovym
vlastnostem a schopnosti interagovat s bakterialnimi bufikami mohou napftiklad stfibrné nebo
médéné nanocastice zasahovat do extracelularni matrix biofilmi, naruSovat jejich strukturu
a snizovat jejich ochrannou bariéru proti antibiotikiim. Kovové nanocastice, jako stfibro a zlato,
mohou inhibovat efluxni pumpy, ¢imz omezuji vylucovani antibiotik z bakteridlnich bunék

a zvySuji jejich intracelularni koncentraci, coz posiluje antimikrobialni G¢inek (Parvin ef al.,
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2025). Nanoantibiotika nabizeji fadu vyhod, mezi néz patii prodlouzeni polocasu antibiotika
a udrzeni vyssich koncentraci uc¢inné latky v misté infekce. Kromé toho mohou nanoantibiotika
zlepsit farmakokineticky profil 1é¢iva, minimalizovat vyskyt nezadoucich ucinkli a snizit
frekvenci 1 ddvkovani podavani. Cileny ptistup zaroven piispiva k prevenci vzniku Iékové
rezistence tim, ze umoziuje dosazeni optimalnich koncentraci 1éCiva pfimo v misté infekce.
Formulace s fizenym uvoliiovanim navic zajist'uji stabilni a dlouhodobé dodavani ucinné latky,
¢imz snizuji riziko bakteridlniho relapsu. Kromé& toho mohou byt nanocastice vyuzity
k fototermalni a fotodynamické terapii aktivované svétlem, kterd umoziuje selektivni destrukci
bakterialnich bunék, a tim dale zvysuje celkovou antimikrobidlni G¢innost tohoto pfistupu

(Mengesha, 2025).

7.7 Typy nanocastic

Existuje n€kolik typl nanocastic, které je mozné vyuzit. Jednou z moznosti jsou kovové
nanocastice. Mezi nejcastéji studované kovové nanocastice patfi nanocastice zlata, stiibra
a oxidu zine¢natého, které diky svym unikdtnim fyzikalné-chemickym vlastnostem nachazeji
Siroké uplatnéni v oblastech jako je medicina, katalyza a environmentéalni technologie (Rehan
et al., 2025). Kovové nanocastice vykazuji fadu antimikrobidlnich vlastnosti, které je Cini
perspektivnimi kandidaty pro boj s mikrobialni rezistenci. Mezi tyto mechanismy patii snizena
permeabilita bunééné membrany, enzymatickd modifikace antimikrobidlnich latek, zmény
na cilovych mistech nebo v cilovych enzymech, aktivni eflux antimikrobidlnich latek
prostiednictvim nadmérné exprese efluxnich pump a rovnéz zvySend exprese enzymu
schopnych neutralizovat u¢inky antimikrobidlnich agens. Diky kombinaci téchto mechanismi
predstavuji kovové nanocastice slibnou platformu pro piekondni existujicich mechanismu
bakterialni rezistence. Zvlastni pozornost mezi kovovymi nanomaterialy si zaslouZi nanocastice
oxidu zine€natého (ZnO-NP), které¢ vykazuji vyrazny antibakteridlni wcinek vuci
grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim, véetné sporulujicich forem. Tyto nanocastice jsou
dobfe zndmé svou nizkou toxicitou, vysokou biokompatibilitou a potvrzenou biologickou
bezpecnosti. Mechanismus jejich antibakterialni aktivity spociva pfedev§im v naruSovani
struktury bunéfné stény a membrany, coz vede ke zvySeni jejich propustnosti a nasledné
usnadiiuje internalizaci nanocastic do bakteridlni bunky (Mengesha, 2025). Mohou inhibovat
tvorbu biofilmil prostfednictvim uvoliovani iontll Zn** a produkce reaktivnich forem kysliku

(ROS), které vykazuji toxické uc€inky na bakterie (Rehan et al., 2025)

Dals§i moznosti, jak zvysit G¢innost antimikrobidlni terapie a cilené zasdhnout bakterialni

biofilmy, je vyuZiti lipozomi. Fyzikalné-chemické vlastnosti lipozom, jako je jejich velikost
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a povrchovy naboj, mohou byt cilen¢ upravovany s cilem prodlouzit dobu systémové cirkulace
(Mengesha, 2025). Po dispergaci ve vodném prostiedi se lipozomy spontanné formuji
z lipidovych molekul, pfevazné fosfolipidi, které slouzi jako stavebni bloky a samovoln¢ se
skladaji do supramolekuldrnich sférickych struktur. Tyto lipidové molekuly vytvareji
dvojvrstvé membrany, které obklopuji ¢ast okolniho rozpoustédla, podobné jako biologické
membrany. Aby se minimalizoval kontakt hydrofobnich ¢asti lipidi s vodou, dochazi k jejich
vzajemnému seskupeni, pficemz hydrofilni oblasti zistdvaji orientovany smérem k vodnému
prostiedi (Rehan et al., 2025). Mensi lipozomy nebo ty s neutralnim povrchovym nabojem
vykazuji delsi biologické polocasy. Zaclenéni antibiotik do lipozomalnich struktur mize dale
ovlivnit interakce mezi lipozomy a bakteriemi, ¢imz napoméha piekonani bakteridlnich

mechanismi rezistence (Mengesha, 2025).

Dalsi skupina, kterd by mohla byt vyuzita a mé velky potencidl v boji s antimikrobidlni
rezistenci jsou nanomateridly na bazi uhliku. Existuje vice typt nanomateriali na bazi uhliku,
jsou to grafen a oxid grafenu, uhlikové nanotrubice, fullereny a dalsi (Parvin et al, 2025).
Nanocéstice oxidu grafenu vykazuji znacny antimikrobidlni potencidl diky své schopnosti
fyzicky naruSovat bunéné membrany mikroorganismii a zarovenl slouzit jako nosice
antimikrobidlnich latek. Povrch téchto nanocastic je obohacen o kyslikaté funkéni skupiny
napt: hydroxylové a karboxylové skupiny, které podporuji jeho interakci s biologickymi
systémy a zvySuji jeho tc¢innost (Mengesha, 2025). Uhlikové nanotrubice, tvofené valcovité
uspofadanymi grafenovymi listy, vykazuji antibakteridlni U¢inky prostfednictvim piimé
interakce s bakteridlnimi membrdnami, coz vede k mechanickému poskozeni a indukci
oxidacniho stresu. Diky schopnosti pronikat biofilmy ucinné zasahuji 1 uvnitt téchto struktur.
Uprava uhlikovych nanotrubic antimikrobialnimi latkami zvysuje jejich 1ééebny uéinek, ale je
potieba dal hodnotit jejich toxicitu a vliv na zivotni prostfedi. Fullereny, sférické uhlikové
nanostruktury, piisobi antibakteridln¢ zejména tvorbou reaktivnich forem kysliku. Jejich iprava
zvySuje jak antibakteridlni Gcinek, tak biokompatibilitu. Mezi dalsi perspektivni uhlikové
nanomateridly patii uhlikové teCky a nanodiamanty, které rovnéZz vykazuji antibakterialni
aktivitu naptiklad uhlikové tecky efektivné generuji reaktivni formy kysliku a 1ze je upravovat

pro cilené aplikace (Parvin et al., 2025).

Ve studii Zhong et al. (2024) byly vyuzity nanocastice ke zvyseni pouzitelnosti polymyxinu B.
Konkrétné byl polymyxin B, ktery je vysoce u€inny proti gramnegativnim bakteridlnim
infekcim diky svému cileni na lipopolysacharid, zaclenén do dendritickych mezoporéznich

organokiemicitych nanocastic (PBSi-NP). Polymyxin B je pouzivan u infekci zpisobenych
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karbapenem-rezistentni K. pneumoniae. Jeho SirSimu klinickému vyuziti vSak dosud branila
nefrotoxicita a komplikace spojené s jeho pozitivnim ndbojem. Vyuziti PBSi-NP o primérné
velikosti 170 nm by umoznilo u¢inné vychytavani LPS, zvySenou internalizaci bakterii
a vyrazné baktericidni t¢inky. Navic schopnost téchto nanocastic uvoliiovat PMB v kyselém
mikroprostiedi typickém pro bakteridlni infekce vyznamné zlepSila u¢innost 1é¢by zavaznych

infekci vyvolanych CRKP.
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ZAVER

Karbapenem rezistentni Klebsiella pneumoniae ptedstavuje zavazny a stale aktualnéjsi problém
nejen v nemocni¢nim prostiedi, ale i mimo n¢j, zejména kvuli své schopnosti zptisobovat té¢zké
infekce s omezenymi moznostmi 1é€by. Jeji schopnost ziskavat a §ifit geny rezistence, vysoka

prizpisobivost a Casty vyskyt multirezistentnich kmenit vyznamné komplikuji terapeutické

postupy a zvysuji riziko selhani 1écby.

Tato prace se zamcéfila na srovnani klasickych a hypervirulentnich kment Klebsiella
pneumoniae, pricemz zvlastni daraz byl kladen na jejich faktory virulence, genetické
mechanismy antimikrobidlni rezistence a zptsoby Sifeni infekci v klinickém prostiedi. Popsany
byly také rizné diagnostické pfistupy od tradi¢nich fenotypovych metod po moderni
genotypové techniky, véetné vyuziti polymerazové fetézové reakce, sekvenovani, hmotnostni

spektrometrie 1 pokrocilych nastroji strojového uceni a umélé inteligence.

Moznosti 1écby ziistdvaji u kmenl rezistentnich vac¢i karbapenemim velmi omezené,
coz vyvolava potfebu hledani novych alternativnich pfistupli. Nadéjné vysledky piinasi
vyzkum fagové terapie, antimikrobidlnich peptida ¢i cileny vyvoj novych antibiotik pomoci
umgélé¢ inteligence. Pozornost je rovnéz vénovana vakcinaci a novym strategiim vyuzivajicim

nanotechnologie.

Zavaznost infekci zplsobenych karbapenem rezistentni Klebsiella pneumoniae, jejich
celosvetove rostouci vyskyt a schopnost rychlého pienosu rezistence mezi bakterialnimi kmeny
zdiraziuji nutnost koordinovaného piistupu v oblasti sledovani, prevence, diagnostiky i vyvoje
ucinné terapie. Vzhledem ke komplexnimu charakteru této problematiky je nezbytné
podporovat mezioborovou spolupraci, kterd umozni U¢innéjsi boj proti antimikrobidlni

rezistenci a prispeje ke zvySeni bezpecnosti pacientl i celé vefejnosti.
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PRILOHY

Priloha A:
Zemé Potetnemocnic (n) | Potetizolatd Potvrzené izolaty K pneumoniae produkujici karbapenemazu Ostatni (n, %)
KPC(n, %) | NDMi(n,%) |[OXA-48-like(n,%)| VIM(n,%) |Celkem n,%)
Albanie 3 8 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 8(100)
Rakousko 6 15 6 (40-0) 2(13.3) 2(13.3) 0(0) 10 (66-7) 5(33.3)
Belgie 11 48 13(27.1) 2(4.2) 18(37.5) 0(0) 33(68.8) 15(31.3)
Bulharsko 3 4 0(0) 2(50-0) 0(0) 0(0) 2(50-0) 2(50-0)
Chorvatsko 14 48 1(2.1) 0(0) 1(2.1) 5(10-4) 7(14.8) 41(85.4)
Kypr 1 1 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100) 0(0)
Ceska republika 5 26 0(0) 1(3.8) 1(3.8) 0(0) 2(7.7) 24(92.3)
Dansko 3 8 1(12.5) 3(37.5) 2(25.0) 0(0) 6 (75-0) 2(25.0)
Estonsko 1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 9(100)
Finsko 1 1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100)
Francie 11 27 1(3.7) 0(0) 10(37.0) 0(0) 11 ({40-7) 16 (59.3)
Némecko 13 36 8(22.2) 2(5-6) 12(33.3) 0(0) 22 (61.1) 14 (38.9)
Recko 10 86 56(65.1) 12 (14.0) 2(2.3) 9(10-5) 79(91-9) 7(8.1)
Madarsko 7 36 0(0) 0(0) 0(0) 26(72.2) 26(72.2) 10(27.8)
Irsko 7 12 2(16.7) 2(16.7) 2(16.7) 0(0) 6 (50-0) 6(50-0)
lzrael 7 39 31(79.5) 2(5.1) 1(2-6) 0(0) 34(87.2) 5(12.8)
ltalie 22 195 187 (95.9) 1(0-5) 1(0-5) 3(1.5) 192(98.5) 3(1.5)
LotySsko 1 4 0(0) 0(0) 0(0) 2(50-0) 2(50-0) 2(50.0)
Litva 4 4 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 4(100)
Lucembursko 3 10 4({40-0) 0(0) 2(20.0) 2(20-0) 8(80.0) 2(20.0)
Malta 1 9 0(0) 0(0) 9(100) 0(0) 9(100) 0(0)
Cerna Hora 1 10 0(0) 10(100) 0(0) 0(0) 10(100) 0(0)
Norsko 4 5 0(0) 1(20.0) 0(0) 0(0) 1(20.0) 4(80-0)
Polsko 10 34 2(5-9) 2(5-9) 0(0) 0(0) 4(11-8) 30(88.2)
Portugalsko 17 61 36(59.0) 0(0) 0(0) 0(0) 36 (59.0) 25 (40.9)
Rumunsko 8 68 4(5-9) 5(7-4) 50(73.5) 2(2.9) 61 (89.7) 7(10-3)
Srbsko 11 67 1(-5) 33(49.3) 9(13.4) 0(0) 43 (64.2) 24(35.8)
Slovensko 5 22 1(4.5) 0(0) 0(0) 0(0) 1(4.5) 21(95.5)
Slovinsko 4 12 0(0) 1(8.3) 1(8.3) 1(8.3) 3(25.0) 9(75.0)
Spanélsko 20 116 9(7-8) 0(0) 81(69.8) 12(10-3) 102(87.9) 14(12.1)
Makedonie 1 3 2(66-7) 0(0) 0(0) 0(0) 2(66-7) 1(33.3)
Turecko 17 124 0(0) 9(7-3) 98 (79.0) 5(4.0) 112(90.3) 12(9.7)
Velka Britanie-
Anglie a Severni 15 47 14(29.8) 3(6-4) 7(14.9) 1(2.1) 25(53.2) 22 (46.8)
Irsko
Velka Britanie-
Skotsko 4 8 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 8(100)
Celkem 251 1203 379(31.5) 93(7.7) 310(25.8) 68 (5-7) 850(70-7) 353(29.3)

Priloha A: Klinické izolaty predlozené jako rezistentni na karbapenemy, u nichz bylo potvrzeno, ze produkuji karbapenemdazu

a typ karbapenemdazy podle zemi Evropy (prevzato z Grundmann et al., 2017)
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