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Nazev

Farmaceuticka analyza antimykotik pomoci voltametrickych metod

Anotace

Tato bakalarska prace se zabyva moznostmi vyuziti voltametrickych metod ve farmaceutické
analyze 1éCiv, a to konkrétné antimykotik, ktera se vyuzivaji pii 1écbé nemoci zptisobenych
patogennimi houbami (plisnémi a kvasinkami). Prace zahrnuje stru¢nou charakterizaci ptivodct
mykoz a symptomy jimi vyvolanych onemocnéni a prehled dosavadné pouzivanych 1€Civ,
vcetné jejich indikace. Nejvétsi diraz je pak kladen na samotné elektrochemické stanoveni
aktivnich latek, kde dominuje pfima voltametrie, jenz svymi analytickymi parametry miize

konkurovat v praxi pouzivanym chromatografickym metodam.

Klicova slova
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Tittle

Pharmaceutical analysis of antimycotics using voltammetric methods

Annotation

This bachelor's thesis deals with the possibilities of using voltammetric methods in the
pharmaceutical analysis of drugs, namely antifungals, which are applied in the treatment of
diseases caused by pathogenic fungi, especially by molds and yeasts. The thesis contains a brief
description of the causative agents of mycoses with the symptoms of the disease caused by
them, and an overview of the drugs including their indications. The main emphasis is placed on
the electrochemical determination of active substances itself, where direct voltammetry
dominates, while with it's analytical parameters can compete with the chromatographic methods

used in practice.
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Gastrointestindlni trakt

Agar ze sladového extraktu
Sabouradiv agar

Centralni nervovy systém

Pyrolyticka grafitova elektroda
Ultrastopova grafitova elektroda
Uhlikova pastova elektroda
Dodecylsiran sodny
Cetyltrimethylamoniumbromid
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Flukonazol

Cyklické voltametrie

Diferenéni pulzni voltametrie

Virus lidské imunodeficience
Syndrom ziskaného selhdni imunity
Vulvovaginélni kandidoza
Dimethylformamid

Adsorp¢ni anodické stripovani
Lesténa stiibrna pevna amalgamova elektroda
Kapkova rtutova elektroda

Borem dopovana diamantova elektroda
Square — wave (Ctvercova) voltametrie
Elektroda ze skelného uhliku
Fosfatovy pufr

Vicesténné uhlikové nanotrubice

Tuzkova grafitova elektroda



O-BDDE o-terminovany borem-dopovany diamant

RSD Rovnovazna smérodatna odchylka

CGMGCE  Elektroda ze skelného uhliku modifikovana B-cyklodextriny
KCz Ketokonazol



Uvod

Cilem bakalatské prace bylo seznamit ¢tenaie s problematikou onemocnéni vyvolanych
patogennimi houbami, jejich 1é¢bou pomoci synteticky vyrobenych 1éCiv (antimykotik) a
moznostmi vyuziti elektrochemickych metod ve farmaceutické analyze. Z tohoto divodu je
pocatecni kapitola vénovana klasifikaci patogennich plisni a kvasinek, kdy je vétsi pozornost
kladena na jejich morfologické znaky. Nasledujici kapitola popisuje jednotlivd onemocnéni
vyvolana t€émito patogeny, pficemz dominuji mykotickd infekéni onemocnéni kiize (lokalni)
nebo celych organt (systémové), u pacientli se snizenou imunitou.

VéEtsin€ téchto onemocnéni lze ptedejit patfinou prevenci spocivajici ve spravné
zivotosprave a hygiené, kdy se doporucuje uzivat prirodni latky (extrakty z rostlin) a dopliky
stravy. Nicmén¢ vaznéjSi onemocnéni se musi 1éCit antimykotiky. Piehled téchto bézné
pouzivanych aktivnich latek, véetné jejich syntézy a mechanismu ucinku, je rovnéz obsahem
této védecké prace.

Posledni ¢ast je vénovana analyze 1éCiv obsahujici syntetickd antimykotika, jenz
predstavuji hlavni analyt. Jelikoz tato prace pojednava o moznostech vyuziti elektrochemickych
metod ve farmaceutické analyze, jsou standartni metody jen okrajové zminény. Nicméné je
nutné podotknout, Ze pfiprava 1é¢iv ve formé tablet, masti a Samponu je zcela totozna. Zavérem
1ze usoudit, Ze voltametrické metody vyuzivajici anodickou oxidaci antimykotik na uhlikovych

elektrodach mohou byt i¢innym néstrojem nejen ve farmaceutické analyze.
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1. Obecné vlastnosti hub

Houby jsou eukaryotické, heterotrofni organismy, které tvoii samostatnou tisi Fungi. V
ekosystému se mohou chovat jako saprofyté, symbionti, komenzalové nebo parazité. Existuje
na 100 tisic druhl hub, z nichz je asi 100 patogennich pro ¢lovéka. Tyto patogeny mohou
zpusobovat infekce, které délime na kozni, podkozni, systémové a oportunni. Témto
patogennim houbdm mikroskopickych rozmérd, které parazituji na cloveéku fikame
mikromycety [1,2,3].

Od rostlin se 1isi tim, Ze nejsou schopny fotosyntézy, tudiZ neobsahuji chlorofyl.
Bunécna sténa hub je tvofena sacharidy, hlavné chitin a glukan, tim se 1i$i od bunécné stény
rostlin a bakterii. Dulezity rozdil je ve slozeni cytoplazmatické membrany, kterou tvofi
ergosterol, na rozdil od lidské bunky obsahujici cholesterol. Tohoto rozdilu vyuzivaji
antimykotika, 1éky proti infekcim vyvolané mikroskopickymi houbami, kdy dochazi k blokaci
syntézy ergosterolu v membrané¢ hub a tim zlstdva membrana lidské bunky neposkozena.

Houby z fiSe Eumycota (pravé houby) klasifikujeme do ¢ty zékladnich odd¢leni [2,3,4,5,6]:

o Zygomycota (tzv. pravé plisn¢)

. Chytridiomycota

. Basidiomycota (houby stopkovytrusné)
o Ascomycota (houby vieckovytrusné)

1.1. Patogenni mikroskopické houby

Stari mikroskopickych hub se odhaduje zhruba na 300 miliont let. Mikroskopické
houby délime na kvasinky (kvasinkové mikroorganismy), dimorfni houby a vlaknité
mikroskopické houby (plisn€). Zakladni ¢ast jejich téla tvoii blastospora a vldkno (tzv. hyfa).
Nékteré hyfy mohou byt oddéleny prepazkami, tzv. septy. Hyfy spole¢né tvoii mycelium, které
muze byt vegetativni (vyzivujici houbu) nebo vzdusné (nesouci pohlavni organy). Kvasinka ma
vetSinou kulovity nebo ovalny tvar s tendenci pucit. U né€kterych kvasinek se vyskytuje tzv.
pseudomycelium (Gtvary podobné vldknim) [1,2,3,5,6].

Mezi charakteristické vlastnosti hub patfi jejich zpiisob rozmnozovani. RozliSujeme dva
druhy reprodukce, nepohlavné-asexudlné a pohlavné-sexualn€é. Pfi asexualni reprodukci
(mitézou) se houby vyskytuji jako tzv. anamorfy, kdy vznikaji rozmnozovaci téliska (konidie
nebo sporangiospory). Pfi sexudlni reprodukci (meid6zou), tvoti houby tzv. teleomorfy, kdy
vznikaji pohlavni téliska, které se nazyvaji spory. Tyto spory vznikaji ze dvou haploidnich

bunék, kdy vznikne diploidni buiika. Ta pomoci meidzy piejde na haploidni sporu [1,2,3].
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1.2. Patogenni plisné

Velmi vyuzivany Cesky ndzev pro vlaknité mikromycety ,,plisné*“ zavedl v poloving 19.
stoleti Cesky ptirodovédec Jan Svatopluk Presl, a to pro zastupce rodu Mucor. V soucasné dobé
ma tento ndzev mnohem §irsi uplatnéni. Patogenni plisné jsou parazitické mikroorganismy, jez
mohou zpisobit infekci u lidi, ktefi mohou byt i v dobrém zdravotnim stavu. Vladknité

mikromycety se déli na zaklad¢ morfologie a jejich patogeneze, a to nasledovné [1,2]:

. Zygomycety

. Hyalinni mikromycety
o Pigmentované mikromicety (¢eled’ Dematiaceae)
° Dermatofyta

1.2.1. Zygomycety

Zygomycety se vyskytuji jako saprofyté na rostlinnych substratech (obilné vyrobky ¢i
ovoce), jsou nepatogenni pro zdravého cloveéka, ale u imunosuprimovanych pacienti mohou
vzacné vyvolat infekce. K jejich vlastnostem patii osidlovat velké cévy, coz vede k vytvoreni
tzv. zivé tromby s nasledujici embolii, kterd mize vést az ke smrti doty¢ného. Zygomycety jsou
charakterizovany rychlym riistem, neseptovanymi hyfy a koziSkovitym vzhledem povrchu
kolonii, které se pii kultivaci zbarvuji hnédoSedé aZ cernoSed€. Jsou schopny tvofit i
mykotoxiny. Mezi nejzndméjsi zastupce patii rod Absidia, Rhizopus a Mucor. Tyto houby
vyvoldvaji u imunodeficitnich pacient nebo u lidi s diabetes mellitus rhinocerebralni a
pulmonarni zygomykézy. U predisponovanych jedinci byva ¢im dal castgjsi vyskyt
povrchovych infekci, pfedev§im otomykéz zevniho zvukovodu. K infikovani miize dojit

inhalaci spor, proniknutim spor pfes kiZzi nebo méné €asto pozitim [1,5,7].

1.2.1.1. Rod Mucor

Mucor je charakteristicky velmi rychlym rstem na kultiva¢nich médiich. Vytvafi
vétvené nebo nevétvené sporangiospory (Obr. 1), které jsou ve hlenu. Mezi nejbéznéjsi
zastupce, patii M. piriformis a M. plumbeus, které zplsobuji rhinocerebralni mykdzy,
otomykozy zevniho zvukovodu a infekce velkych popalenin. Jsou rezistentni vaci
antimykotikiim, mimo amfotericinu B. M. plumbeus roste a sporuluje pfi teploté 5-20 °C. Pti
teploté 37 °C neroste. Vytvaii rychle rostouci Sed¢ kolonie (Obr. 1), které nejsou na spodni

stran¢ zbarveny. Tento druh netvofi Zadné mykotoxiny [6,7,8,9].
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Mucor plumbeus
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s dozravajicim sporangiem sporangiem

Obr. 1 Sporangiofor M. plumbeus (vlevo) a kolonie M. plumbeus na agaru ze

sladového extraktru (MEA) po Sesti dnech kultivace pii 25 °C (vpravo) [9].

1.2.2. Hyalinni houby

Pro hyalinni houby jsou charakteristické septované hyfy bez pigmentu. U
imunokompromitovanych osob vyvolavaji povrchové, systémové i diseminované mykozy.
Mohou vyvoléavat alergické reakce i mykotoxikézy. K zastupctim se tadi rody Aspergillus,

Penicillium a Fusarium [6]. Nize jsou detailn€ popsany jednotlivé rody.

1.2.2.1. Rod Aspergillus

Rod Aspergillus zahrnuje pres 150 druht plisni celosvétoveé rozsifenych, z nichz bylo
jen né¢kolik prokédzano jako patogennich pro ¢lovéka. Jedna se o vlaknité houby, které jsou
sloZené z vegetativniho a vzdu§ného mycelia. Vegetativni mycelium cerpé Ziviny z kultivacni
pudy a vzdusné mycelium (reprodukéni) nese pohlavni organy. Pro tento rod je charakteristické
rozsiteni konce vldken v tzv. konidiofor. Na konci tohoto konidioforu se nachazi méchyikovity
utvar, ktery je porostly fialidami (Obr. 2). Tyto fialidy nesou fetizky konidii, jejichz vzhled
muze byt kulovity, ovalny, drsny nebo hladky [5,6,10].

Mezi nejznaméjsi zastupce patii A. flavus (Obr. 3), A. fumigatus (Obr. 4), A. niger, A.
terreus, a A. nidulans. Nejlépe se kultivuji pfi teplotach okolo 30-37 °C. Vytvareji zluté, hnéde¢,
Sedozelené i ¢erné kolonie. Tyto houby jsou bézné¢ piitomné v prostiedi, ¢asto kontaminujici
potraviny. Vyskytuji se jako saprofyté a k jejich ptenosu na ¢loveéka mize dojit vzduchem

inhalaci mikrokonidii [1].
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Obr. 2 Konidiofor Aspergillus flavus [11].

Kmeny, které kontaminuji potraviny, maji vétSinou schopnost produkovat mykotoxiny.
Poziti potravin kontaminovanych toxiny, vede ke vzniku intoxikaci, tzv. mykotoxikoz. Castgjsi
jsou chronické otravy, ke kterym dochazi pti poziti opakovaného malého mnozstvi toxinu. Mezi
nezndm¢é;jsi toxin patii aflatoxin, ktery je produkovan houbou A. flavus a A. parasiticus, kdy A.
flavus produkuje A, B a C-aflatoxiny, kdeZto 4. parasiticus produkuje B a G aflatoxiny [3,12].

Intoxikace vysokymi davkami zptsobuje akutni otravu, kdy mutze dochéazet az
k postizeni jater. Zdrojem aflatoxinl jsou ceredlie, burské ofisky ¢i suSené plody-datle, fiky.
Aspergily neprodukuji jen mykotoxiny, ale i fadu extracelularnich enzymu jako jsou b-
galaktosidaza, b-mananaza, ale i organické kyseliny jako je kyselina citronova ¢i kyselina
glukonova. Aspergily jsou druhou nejCastéjsi pfi¢inou oportunnich infekci. U
imunokomprimovanych pacienti vyvolavaji infekéni onemocnéni, tzv. aspergilozu.

[8,12,13,14,15].

Obr. 3 Kolonie 4. flavus narostlé na Sabourodové agaru (SA) pii 30 °C po 72 h [16].
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Obr. 4 Mikroskopie A. fumigatus [17].

1.2.2.2. Rod Penicillium

Penicillium patii mezi velice rozsiteny druh. Zahrnuje asi 250 druhd, z nichz se vétSina
uplatituje v potravinafstvi a ve farmacii. Dfive byl zkoumén pro svoje antibiotické uc¢inky a byl
povazovan za nepatogenni pro ¢lovéka. Toto uz ale davno neplati, protoze n€které druhy jsou
schopny produkovat fadu mykotoxint, které poskozuji jatra a ledviny naptiklad ochratoxin A,
citrin a patulin. Vytvari sporulujici namodralé, Sedozelené az nazelenalé kolonie,

charakteristické rychlym riistem [6,8,12,15]. Pfehled patogennich penicilint je zobrazen v Tab

1.

Tabulka 1 Toxigenni plisné rodu Penicillium

Druh Produkovany mykotoxin
P. verrucosum Ochratoxin A
P. citrinum Citrinin
P. expansum Patulin
P.camemberti Kyselina cyklopiazonova
P. citreonigrum Citreoviridin
P. crustosum Penitrem A
P. roqueforti Penicilin Roquefort (PR) toxin a requefortin
P. oxalycum Kyselina sekalonova

Rod Penicillium rozdélujeme do ¢ty podrodid, podle poctu a usporadani fialida a
metulace (Obr. 5): Asperilloides, Biverticillium, Furcatum, a Penicillium. Podrod
Aspergilloides ma jednoduchy (monoverticilatni, A) konidiofor. Podrod Biverticillium a

Furcatum mé vétveny (biverticialni, D) konidiofor s elipsovitymi konidiemi. Podrod
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Penicillium ma terveticilatni (F) konidiofor [7,15]. Tyto rozdily slouzi v mikrobiologii k jejich

identifikaci.

fialida
metula
vétey

stopka

Obr. 5 Typy konidiofort rodu Penicillium [18].

Prvnim druhem prokazany jako ptivodce infekce byl P. marneffei. Kolonie tvofi
¢ervenooranzovy pigment, ktery difunduje do kultivaéniho média. U lidi s nemoci syndromu
ziskaného selhani imunity (AIDS) vyvolava diseminované infekce, které postihuji ptedevsim
plice, jatra a kiizi. Nositelem tohoto druhu je tzv. bambusova krysa Rhizomys pruinosus a R.

sinensis [1,6,8,10,19].

1.2.3. Pigmentované houby (¢eled’ Dematiacea)

Zastupci této Celedi maji pritomny tmavy pigment melanin v makrokonidiich a dalSich
strukturach. Tvar makrokonidii je zna¢né variabilni. Jejich konidie se obvykle vyskytuji
v prachu, odkud kontaminuji klinicky materil. Infekce se do tkan€ dostavaji pfes porusenou
kazi (pofezdnim). Mezi nejznaméjsi plvodce feohyfomykéz patii rod Alternaria a
chromomykéz rod Cladosporium. Rod Alternaria charakteristicky vlaknitym povrchem tvofti
tmave Sedé az cernoSedé kolonie. Rod Cladosporium se velice podobé rodu Cladophialophora,

patfici taky do této skupiny. Tvofi olivove zelené kolonie se zrnitym povrchem [1,6].

1.2.4. Dermatofyta

Dermatofyta jsou tzv. keratinofilni houby, zpisobujici mykozy (dermatofytozy) kiize,
vlast, chlupt a nehtl. Jedna se o dimorfni houby, které na SA pii 20 °C vytvaii kolonie
s bazalnim a vzdusnym myceliem, charakteristické dle druhu povrchem a zbarvenim. Pod
mikroskopem lze pozorovat septovana, vétvena vlakna, na nichz jsou mikro a makrokonidie,
charakteristické pro kazdy rod. Pomoci svych enzymil jsou schopny pfeménovat keratin.

K zastupctim se tadi tii rody Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum. Z toho vyvolava
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infekce asi 10 druhtl, nejcastéji 7. rubrum. Dermatofyta jsou bud’ antropofilni (7. rubrum, E.
floccosum), zoofilni (T. verrucosum, M. canis) nebo geofilni (M. persicolor, T. eboreum)

[2,3,5,6,20].

1.2.4.1. Rody Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum

Zastupci rodu Trichophyton jsou nejéastéj§imi vyvolavateli dermatomykoz v Ceské
republice. K nejznaméjSim plvodcim patii zoofilni 7. mentagrophytes, charakteristicky
rychlym ristem kolonii, bélavé az nazloutle zbarvenych. Dale antropofilni 7. interdigitale,
tvotici bilé chmyfité kolonie bez makrokonidii. Jako jediny zastupce rodu Epidermophyton je
E. floccosum. Jde o antropofilni mikromycetu, napadajici pouze nehty a kiizi. Tvoti zelenozluté
az hnédé kolonie. Typickym znakem pro rod Microsporum je tvorba septovanych makrokonii
vietenovitého tvaru. Zahrnuje druhy M. canis, M. gypseum a M. audouini, zpisobujici infekce

ktze a vlasi [1].

1.3. Patogenni kvasinky

Jedn4d se o jednobunécéné mikroorganismy, které maji tvar kulatych, ovalnych ¢i
protahlych bunék tzv. blastokonidii. Velikost téchto bunék se pohybuje okolo 3 az 15 um. Pro
kvasinky je charakteristicky vegetativni zptisob rozmnozovani nepohlavné a to puc¢enim, kdy
dojde k oddéleni dcefiné¢ builky od matefské. Nékteré kvasinky se mohou rozmnozovat

pohlavné za vzniku spor. Tyto houby rostou ve formé spojenych bunék (kvasinky), pseudohyf

a hyf (Obr. 6) [4,6,21].

buiiky psendohyviy hy

Cs

L

Obr. 6 Morfologie kvasinek [21].
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Pseudohyfalni a hyfalni forma je oznaCovana jako vlaknity typ ristu. Tyto morfologie
se od sebe 1isi zpiisobem vzniku a tvarem. Jednotlivé buiikky pseudohyf maji elipsovity tvar a
zuzené septované spoje. Oproti tomu bunky hyf maji rovnobézné strany, bez zuZzeni
v prepazkach. Hyfy v téchto pfepazkach obsahuji pory, které slouzi pro komunikaci mezi
bunikami navzdjem. Vlakna hyf jsou obvykle méné rozvétvena nez vladkna pseudohyf, a to
z toho diivodu, ze bunky hyf zlstavaji po dokonceni prvniho bunééného cyklu ve fazi G1, do
té doby, nez nenashromazdi cytoplazmatickou hmotu potifebnou k tomu, aby mohly vstoupit do
druhého bunééného cyklu. Mezi kvasinkové mikroskopické houby, které zplisobuji kozni ¢i
slizni¢ni onemocnéni fadime rody Candida, Cryptococcus a Trichosporon [5,6,21,22], jejichz

detailni popis je popsan v nasledujicich odstavcich.

1.3.1. Rod Candida

Nejcastéjsimi mikroorganismy zpusobujici povrchové i systémové mykozy jsou prave
kvasinky rodu Candida. Existuje asi 200 druhti kvasinek tohoto rodu, z nichZ je nejznamé;jsi
C. albicans. U lidi v dobrém zdravotnim stavu, jsou kandidy pfitomny v dutiné Ustni, ve stfevé,
v oblasti pochvy a na dalSich slizni¢nich povrSich jako saprofyty. Pfi oslabeni imunitniho
systému nebo potlaceni ptirozené mikroflory vlivem antibiotik, dochazi k pfemnoZeni kvasinek
a ke vzniku infekce. Infekce zplisobené kvasinkami se nazyvaji kandidozy. Mezi nejbéznéjsi
zastupce tohoto rodu patii C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata a C. krusei
[5,6,23].

C. albicans patii mezi oportunni patogeny se schopnosti tvofit zarode¢né klicky, které
se objevuji par hodin od kultivace jako malé utvary pucici z blastokonidii, ze kterych mohou
vznikat pravé hyfy. Tvorba zarode¢nych kli¢kli neboli germinace, je charakteristicka pro
C. albicans. Tato kvasinka je schopna za specifickych podminek, tvofit rezistentni buiky
(chlamydospory), které maji kulaty tvar a nachazeji se na koncich i po stranach hyf
[5,10,24,25].

C. albicans se obvykle kultivuje na krevnim agaru, kde béhem 24 hodin, tvoti drobné
kolonie s viini chleba. Na SA tvofi typické krémové zbarvené hladké a vypouklé kolonie, jenz
maji charakteristickou vini (Obr. 7). C. albicans je soucasti normdalni mikroflory v
gastrointestindlnim traktu (GIT), pochvé a orofaryngu, pfi pfemnozeni nejcastéji zpiisobuje
povrchové slizni¢ni €1 hloubkové tkanové infekce v mistech, kde je vlh¢i prostiedi. Jedna se

napiiklad o tfisla, hyzde¢ atd. [5,10,24,25].
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Obr. 7 Kolonie Candida albicans na SA [26].

Ostatni kvasinky rodu Candida, ozna¢ované jako kandidy non-albicans se podileji také
na vzniku mykoéz. C. tropicalis zpisobuje infekce stiev, respiracniho traktu, postihuje i sliznici
pochvy. U lidi s rakovinou krve je dokonce patogennéjsi nez C. albicans. C. parapsilosis

zpusobuje endokarditidy, artritidy a zanéty zevniho zvukovodu [6].

1.3.2. Rod Cryptococcus

Tyto kvasinky se vyskytuji v prostiedi, jako je naptiklad pida, voda, ptaci (nejcastéji
holubi) trus aj. Poprvé byl izolovan v roce 1894 z broskvové st'avy. Kryptokoky se od kandid
li$i tim, Ze nedovedou tvofit pseudomycelia. Maji vzhled malé ovalné bunky se schopnosti
tvotit mukopolysacharidova pouzdra, které¢ chrani buniku pfed imunitni odpovédi hostitele.
Kultivace je provadéna na SA, kdy kryptokok vytvaii krémové mukozni kolonie. Existuje asi
37 druht, z nichz mezi nejznamé;jsi patogeny tohoto rodu patii Cryptococcus neoformans a C.
gattii. Mnoho infekei zptsobenych kryptokoky postihuje lidi s oslabenou imunitou [5,6,27].

C. neoformans je kvasinkovitad houba kulovitého tvaru s velikosti okolo 10 pm, ktera
netvoii pseudohyfy. Na SA agaru tvoii Zluté aZ Zlutozelené lesklé kolonie (Obr. 8). Zpisobuje
infekce u lidi s poskozenou imunitou, véetné pacientli s AIDS, u lidi po transplantaci, u pacientil
uzivajicich imunosupresivni 1éky, a u pacientli s krevnimi malignitami. U relativné zdravych
jedinci se mtize vyskytovat kryptokokovd meningitida ¢i zapal plic. Cilovymi organy
kryptokoka jsou hlavné plice a mozek, ale mize postihovat i organy jako jsou jatra, penis, klize,

mocove cesty, o¢i, myokard ¢i klouby [5,27].
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Obr. 8 Kolonie C. neoformans na SA [28].

1.3.3. Rod Preumocystis

Jedna se o atypicky mikroorganismus, ktery byl dfive fazen mezi prvoky. Postupem
¢asu molekularni biologie ukézala, Ze se jedna o houbu fazenou mezi askomycety. Tato houba
se od ostatnich 1i§i stavbou membrany. V membrané obsahuje misto ergosterolu jiz zminény
cholesterol, jako lidska (sav¢i) buiika, proto je vici veSkerym antimykotikiim rezistentni [1].

Mezi vyznamného zastupce patii Pneumocystis jirovecii. U imunodeficitnich lidi a u
nedonoSenych novorozencti dochdzi k mnozeni P. jirovecii v plicich (Obr. 9). Dojde
k nemoznosti vymeénovat plyny mezi alveolarnimi kapilarami a plicnimi sklipky a projevi se
intersticidlni pneumonie. U pacienti s AIDS dochazi pfi neléCeni této infekce k umrti [1].

Pneumocysty P. jirovecii se mohou vyskytovat ve tfech Zivotnich stadiich: trofozoit,
precysta a cysta. Trofozoiti se mnozi nepohlavné délenim. Jednéd se o jednobunééna stadia
s nepravidelnym tvarem. Precysta je faze, kdy tenka sténa trofozoita neni pfeménéna na tlustou
sténu cysty. Posledni stddium je cysta, kterd ma elipsoidni az kulovity tvar. Zralé cysty obsahuji

8 jader [1,6].

24



2.  Mykotické onemocnéni

Mykotickd onemocnéni lze definovat jako chorobné stavy zplsobené patogennimi
houbami, nebo vyvolané jejich pfitomnosti v prostiedi (alergie). Pivodci onemocnéni se do téla
dostavaji nejcastéji dychacimi cestami (vdechovanim spor) nebo travicim systémem. Nejvice
ohroZenou skupinu piedstavuji lidé s oslabenym imunitnim systémem, u kterych intoxikace
nebo neléceni systémovych mykdz mize zplsobit smrt, avSak smrtelné mohou byt i pro zdravé
osoby. Onemocnéni vyvolané houbami délime do Ctyt skupin [5]:

e Mykotoxikozy jsou zplisobeny metabolickymi produkty hub (mykotoxiny),
které se nachazeji v kontaminované potrave.

e Mykozy (tzv. prava infekéni onemocnéni) zpusobené mikroskopickymi
houbami.

e Mykoalergo6zy jsou stavy precitlivélosti na spory hub (konidie, artrospory), ale i
na jejich metabolické produkty.

e Mycetismy lze definovat jako chorobné stavy vyvolané mycetickymi elementy.

2.1. Mykotoxikozy

Mykotoxikéza je onemocnéni vyvolané po poziti toxind, které jsou produkované
houbami. Na svété existuje asi 500 mykotoxintll, z nichZ pouze mala ¢ast vyvolava u lidi
mykotoxikdzy. Nevice postizenymi organy jsou jatra a ledviny, protoze pravé v nich dochazi k
metabolismu mykotoxinl. Rozsah onemocnéni zptisobeny mykotoxiny, zavisi na davce, délce
expozice, typu mykotoxinu a také na fyziologickém stavu pacienta. RozliSujeme tfi klinické
formy tohoto onemocnéni, a to akutni primarni mykotoxikézu vznikajici po poZiti vysokych
davek mykotoxini. Tato forma mulZe casto koncit smrti. Dale chronické primarni
mykotoxikdzy zplsobené dlouhodobéjSim poZivanim mensich ¢i stfedné vysokych davek
mykotoxini a tfeti formou je sekundarni onemocnéni vzniklé dlouhodobym pozivanim velmi

nizkych davek mykotoxina [30,31].

2.1.1. Aflatoxikoza

Mykotoxikéza vyvolanad poZitim aflatoxinu v kontaminované potraveé. Ke klinickym

projevim patii zvraceni, prijem, nizkd horecka a nekroza jater. Studie ukdzala, ze akutni

o214

v

mnohem castéj$i je chronické aflatoxikéza, zplisobena pozitim nizkych davek aflatoxinli po

dlouhou dobu, jejimz disledkem je rakovina jater [13,32,33].
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2.1.2. Ergotismus

Mykotoxikdza zpisobena dlouhodobym pozivanim ndmelovych alkaloidl (ergotoxin,
ergotamin), vyskytujici se v obilovinach parazitovanych houbou Claviceps purprea.
RozliSujeme dvé formy ergotismu: gangrendzni a konvulzivni. Mezi akutni pfiznaky otravy
témito alkaloidy patii bolesti bficha, zvraceni, prijem. S postupem casu dochazi k edému
koncetin, zpomaleni pulsu, ztraté feci, neschopnosti chiize, kieCe a smrt v disledku selhani

respiracniho a srdec¢niho selhani [34,35].

2.1.3. AKutni srdeéni beri-beri

v 99

Onemocnéni ze ,,zluté ryze” vyvolané po konzumaci neurotropniho mykotoxinu
citreoviridin, ktery je produkovan ptedev§im Penicillium citreoviride. Toxin byl na pocatku 20.
stoleti spojovan s akutnim srdeénim onemocnénim vzniklym konzumaci infikované ryze.
Pozd¢ji bylo zjisténo, ze ryze je idealni substrat pro P. citreoviride. Pii pokusu na zvifatech
bylo zjisténo, ze zpusobuje progresivni paralyzu koncetin, zvraceni, kardiovaskularni
poskozeni a zéstavu dechu. Z toho vyplyva, Ze toxin napadd motorické neurony, interneurony
michy a centralni nervovy systém. Pti biochemické studii bylo zji§téno, Ze citreoviridin inhibuje
aktivitu adenosintrifosfatdzy a mitochondridlni energeticky spojené reakce, jako je
adenosindifosfatové stimulované dychani. Prvnimi pfiznaky u lidi je srdecni tisen, tachypnoe,
nevolnost, zvraceni, dale pacient pocituje tachykardii, zvySujici se paralyzu dychacich svala,
dochazi ke zhorSeni plicni funkce ob¢hu, k pretiZzeni pravé komory, a nakonec dojde k selhani

srdce [12,35,36].

2.1.4. Alimentarni toxicka aleukie

Toto onemocnéni nazyvané téz jako septickd angina, je zplsobeno T-2 toxinem,
produkovanym houbami z rodu Fusarium. K prvnim pifiznakiim této nemoci patii poskozeni
slizni€nich membran traviciho ustroji zanéty, zvraceni a prijmy. V dalSich fazich dochézi
k poskozeni kostni dien¢, a tim k poklesu poctu erytrocytil a krevnich desticek. T-2 toxin patiici
do skupiny trichotheceny, je siln¢ imunosupresivni, inhibuje biosyntézu proteinti, inhibici
translace, prostfednictvim vazby s ur¢itym mistem na eukaryotnim organismu. V diasledku lidé

umiraji na bézné infekéni onemocnéni [35].

2.2. Mykozy

Jednd se o méné zavazné onemocnéni, zpisobené mikromycetami-kvasinkovymi a
vldknitymi houbami, které se zklinického hlediska déli na povrchové (postihujici kazi),
subkutanni a systémové (postihujici vnitini organy nebo organové systémy). Z kvasinek jsou
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nejcastejSimi pivodci zastupci rodu Candida - C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis atd.
Z vlaknitych hub to jsou nejcastéji dermatofyta, ktera zpiisobuji povrchové infekce a rod

Aspergillus, ktery zptisobuje infekce systémové [5,37].

2.2.1. Povrchové mykozy

Podle vyvolavatele se povrchové mykozy déli na dermatofytozy, keratinomykozy a
kandidozy. V letnim obdobi dochazi k vyraznému zvySeni vyskytu téchto mykédz. A to
v disledku vyssich teplot, poceni, noSeni neprodysného obleceni, obuvi a zvySenému poctu
sportovnich aktivit. NejcastéjSimi nositeli téchto mykoz, byvaji zvitata, napiiklad pes, kocka a
ktecek. Pro 1écbu téchto mykdz vétsinou staci véasna, ale dlouhodobé lokalni terapie. Celkova

terapie se voli pii hrozicim rozsifeni do hlubsich tkani, nebo pfi selhani lokalni terapie [38].

2.2.1.1. Dermatofytoza

Dermatofytozy jsou nejcastéjsi houbové infekce zptisobené dermatofyty. NejcastejSimi
puvodci téchto infekci jsou rody Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton. Tyto infekce
se d¢li podle vyskytu na Tinea pedis, Tinea unguium, Tinea capitis atd. V dnes$ni dobé dochézi
k vysokému nartistu tohoto onemocnéni vlivem moderniho zptsobu zivota [5,37].

NejcastéjsSim patogenem vyvolavajici Tinea pedis, je T. rubrum, méné Castéji
T. interdigitale. Vyvolavatelé této infekce mohou byt i1 kvasinky rodu Candida. Infekce se
nejbeéznéji vyskytuje jako plantarni (na chodidle), interdigitalni (meziprsti), dale se vyskytuje
jako forma hyperkeratonickd a vezikulo-buldézni. Nejvice ndchylni k této infekci jsou
imunokompromitovani pacienti, diabetici nebo pacienti se zhorSenym prokrvenim dolnich
koncetin. U této infekce je velmi dilezita prevence, kterd spocivd v odstranéni ¢i omezeni
predisponujicich faktorti. Pfi neléceni této infekce mize dojit k onychomykoze (OM), jenz
zpusobuje plisné nehtii. Dalsi komplikace miZe nastat, kdyZz chodidlo postizené mykozou je
napadeno bakteridlni infekci, to se projevuje mokvanim a hnisavym zanétem prstl. Pfi této
komplikaci je dulezité nejprve 1éCit bakteridlni infekci antiseptiky ¢i antibiotiky a poté zahajit
vlastni 1écbu dermatofytozy [37,39].

Tinea unguium neboli onychomykoéza, infekce postihujici nehty. OM ma nékolik forem

(Obr. 10):

e Distalni a lateralni subungualni onychomykéza (A, B) - nejbéznéjsi forma, vyvolana
dermatofytem 7. rubrum. Charakteristickym znakem je ztlustéla, zakalena nebo
dyskolorovana (bélava az zluté zbarvena) nehtova ploténka na okrajich. Nehet se droli a

ulamuje. Terapie OM je velice obtizna. MiiZze dojit k pfenosu na jinou osobu, zejména na
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osoby jako jsou diabetici, osoby imunodeficitni a osoby s ischemickou chorobou dolnich
koncetin, kde OM uz neni jen kosmetickym problémem [37,40].

e Proximalni subungualni onychomykoéza (D) - tato forma se u zdravych lidi téméf
nevyskytuje. Nejvice béznd je u pacientil s poruchou imunitniho systému. NejéastéjSim
patogenem vyvolavajicim tuto formu je 7. rubrum. Toto vzacna forma muze postihovat 1
hlubsi vrstvy nehtové ploténky. Vzhled nehtové ploténky byva bélavy [40].

o Totalni dystroficka onychomykoéza (E) — u této formy dochazi k postizeni celého nehtu.
Nehty jsou deformovang, ztlustélé a na povrchu matné se zlutavé hnédou dyskoloraci. Tato

forma OM je vyslednym stavem pfii neléceni piedchozich forem [40].

Obr. 10 Formy onychomykdzy [41].

Lécba (Tab.2) OM specifickymi lokalnimi anestetiky ve formé soluci ¢i krémi neni moc
efektivni, protoZze nedochdzi k dostatecnému priniku do nehtové ploténky. Vice ucinné
pripravky ptedstavuji latky ve form¢ laku, naptiklad 5 % amorolfin nebo terbinafin. Lokalni
antimykotika se pouZzivaji hlavné na poc¢atku onemocnéni, ovSem pokud dojde k selhani této
lécby, voli se celkova terapie s pouZitim antimykotika terbinafin ¢i itrakonazol. Aby mohlo
vibec dojit k zahdjeni celkové terapie, musi se nejprve piihlédnout k potencionalnim
nezadoucim uéinkiim terapie, moznosti interakce 1€¢iv, véku pacienta a obzvlast' k vysledkim
kultiva¢niho vySetteni [40,42,43].

Tinea capitis je u nas velice vzacné onemocnéni postihujici pokozku hlavy (Obr. 11).
V jinych zemich (USA, Velk4 Britanie) se jako hlavni plvodce uplatiiuje antropofilni
Trychophyton tonsurans. Hlavni vyvolavatel této infekce u nas je Microsporum canis a
Trychophyton mentagrophytes. Jedna se o zoofilni dermatofyt, ktery se vyskytuje u kot’at.
Postihuje lidsky vlas a vytvaii zarudla, okrouhla loziska. Vyskytuje se predevsim u déti. Jako
lokalni antimykotika se pouZzivaji roztoky a antimykotické Sampony. Tato terapie slouZi jen
jako pomocna. Vhodnégjsi je peroralni 1éc¢ba griseofulvinem, ktery je bohuzel u nas zakazany, a

proto jako Iék prvni volby u déti se pouziva terbinafin [5,38,44].
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Obr. 11 Tinea capitis uw mladého chlapce [45].

Tabulka 2 Terapie pti 1éCeni Tinea pedis

Lék Lékova forma Davkovani (denné)
Bifonazol krém Ix
Clotrimazol krém 2-3x%
sprej 1-2 stlaceni
pasta 1-2x
Terbinafin krém Ix

2.2.1.2. Keratomykoéza

Neboli Tinea versicolor (Obr. 12) mykoéza vyvolana Malassezia furfur. NejCastéji se
vyskytuje u lidi s poruchou imunitniho systému, u té¢hotnych Zen, diabetikii a u pacienti
1écenych kortikosteroidy. Projevuje se pfedevsim na mistech s vysokym obsahem mazovych
zlaz napt. horni polovina zad a stfed hrudniku. Na ktzi vytvafi ohranicend, pravidelna loziska
bélavé barvy. Zastupci tohoto rodu Malassezia vyvolavaji také lupovitost vlasové pokozky.

K terapii (Tab. 3) keratomykodz se vétSinou voli celotélova lokélni 1écba ve formé Samponu
[38,46,47].

Obr. 12 Keratomykoza [48].
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Tabulka 3 Terapie pfi léCeni keratomykoz.

Lék Davkovani Délka terapie
Flukonazol 150 mg/1 tydné 4 tydny

300mg/1 tydné 2 tydny

400 mg/den po tydnu zopakovat
Itrakonazol 200 mg/denn¢ 5-7 dni
Ketokonazol 200 mg/denné 5-7 dni

400 mg/1 tydné 2 tydny

2 % Samp6n/5-10 minut denné  2-6 tydnli
Terbinafin 1 % krém

2.2.1.3. Povrchové a slizni¢ni kandidozy

Onemocnéni vyvolané kvasinkami u lidi s oslabenou imunitou, cukrovkou nebo u
pacientl, ktefi se dlouhodobé¢ 1é¢i Sirokospektrymi antibiotiky, zptisobuje infekéni zanéty kize
a sliznic. Nejcastéji je zpusobend C. albicans C. parapsilosis, C. krusei C. tropicalis a C.
glabrata. Tyto infekce vétSinou maji dlouhotrvajici opakujici se prubéh. U kandidoz se Casto
voli Spatnd terapie, proto pfed samotnym zahdjenim 1écby predchdzi velmi dilezité stanoveni
diagnézy, zaloZzené na anamnéze, klinickém ndlezu, nativni mikroskopii a kultivacnim
vysledku. Na zakladé této diagnozy se stanovi vhodna terapie. Nej€asteji se podavaji azolova
antimykotika (klotrimazol, mikonazol), triazolovd antimykotika (flukonazol, vorikonazol).
Nize si popiSeme vybrané povrchové kandidozy [43,49].
vétSinou zptuisobena C. albicans. Vznika jako dusledek vrozené poruchy aktivace T-lymfocyti,
tvorby faktorti dlleZitych pro aktivaci makrofagh nebo endokrinopatii. Projevuje se trvalymi
nebo stale se vracejicimi infekcemi kiize, nehtt a sliznic [37].

Orofaryngealni kandidéza vyvolana C. albicans, postihuje pacienty s poruchou
imunitniho systému a ¢im dal Castéji se vyskytuje u predCasné narozenych kojenct. Jde o
oportunni infekci sliznice dutiny ustni a hltanu. K zdkladnim typim této infekce patii
pseudomembranodzni kandidoza, erytematdzni kandidoza, hyperplastickd kandidoza, proteticka
stomatitida a angularni kandidéza [49].

Pseudomembran6zni kandidoéza neboli moucnivka (soor) (Obr. 13) je charakterizovana
tvorbou bilého povlaku na jazyku, tvrdém a mékkém patie. Provazi ji porucha chuti, paleni a
zvySend citlivost sliznice. U erytematézni kandidézy vznikaji hladké Cervené skvrny, bez

pfitomnosti bilych plakl, na tvrdém nebo mékkém patie a na hibetu jazyka. Tato forma je
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obvykle disledkem peroralni 1écby antibiotiky. Hyperplastickd kandidéza se vyskytuje
viceméné u kuidkl, projevuje se jako bilé, tézko odstranitelné plaky v oblasti jazyka a tvare.
Proteticka stomatitida neboli chronicka atrofickéd kandidéza postihuje jedince s umélou zubni
nahradou. Charakteristickd palivymi, zarudlymi, bolestivymi misty v dutin¢ ustni, kde dochazi
ke styku se zubni ndhradou. U angulérni kandidézy dochazi k trhlindm koutki a naslednému
vniknuti bakteridlni infekce. Byva doprovazena zarudnutim a bolestivosti. Zasahuje sliznici,
kde dochazi ke styku s nahradou. K 1é¢bé se pouzivaji polyenové nebo azolova antifungalni
1éCiva napt. amfotericin B, nystatin a klotrimazol (Tab. 4). Mimo jiné se k terapii méné

zavaznych kandidoz pouzivaji lokalni antimikrobidlni 1é¢iva [49].

Tabulka 4 Terapie pfi 1é¢eni orofaryngealni kandidozy.

Lék Indikace Lékova forma Davkovani Délka 1é¢by
Nystatin angularni kandidéza mast 2x denné 2-3 tydny
(kan.)
orofaryngealni kan.  ordlni  suspenze, 0,5-1 ml 5-10 dni
gel 4-6 x denné
Mikonazol  vSechny typy oralni gel 2 % 4x denné
orofaryngedlni kan. déti 1,25 ml,

dospély 2,5 ml

Flukonazol  orofaryngealni kan.  tobolka 50-150 mg/den  7-14 dni
Itrakonazol  orofaryngealni tobolka 100 mg/den po 15 dni
kandidéza jidle
peroralni roztok 200 mg/den na 1 tyden
lacno
Posakonazol orofaryngealni kan.  perordlni suspenze 800 mg/den 3 tydny
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Obr. 13 Mouc¢nivka (neboli soor) u ditéte [50].

Vulvovaginalni kandidéza (VVK) je nejcastéjsi mykotické onemocnéni, zplsobujici
infekci vaginy a vulvy. Pfedpoklada se, Ze 75 % Zen v reprodukénim véku, prodéla alespoii
jednou VVK. Asi v 85-90 % pftipadl je infekce zpiisobend druhem C. albicans, 15 % tvofti
ostatni kvasinky non-albicans (C. glabrata, C. krusei). Onemocnéni se vyskytuje ve dvou
formach asymptomatické a symptomatické. U asymptomatické formy se kvasinky prenaseji
z perianalniho prostoru na vaginalni sliznici, kde pfilnou a spotfebovavaji zde pfitomny
glykogen. Symptomatickd forma se projevuje svédénim, palenim, popiipadé¢ i otokem vulvy,
muze byt pfitomen i vytok. Pro stanoveni spravné 1é¢by rozliSujeme podle frekvence
opakovani, zda se jedna o sporadickou ¢i rekurentni formu onemocnéni, dale podle zdvaznosti
délime na komplikovanou ¢i nekomplikovanou [37,51,52].

K vyznamnym predispozi¢nim faktoriim VVK patii 1é€ba antibiotiky, kortikosteroidy
¢i imunosupresivni 1é¢iva, neléCeny diabetes mellitus, kolisani hladiny pohlavnich hormont,
zejména estrogenu. ZvySena hladina estrogenu, vede k vys$Simu obsahu glykogenu, ktery
vytvaii lepsi prostiedi pro candidy. Dale se jednd o zvySenou sexudlni aktivitu nebo noseni
syntetického pradla. [37,51,52].

U nekomplikované VVK se pouZivaji spiSe azolova antimykotika pro lokalni nebo
systémovou terapii (Tab. 5) Pti peroralni 1é¢bé se podavaji flukonazol, poptipad¢ itrakonazol.
AvSak u této lécby je velmi dilezité pocitat s toxicitou ¢i interakei 1é¢iv. K lokalni terapii se
uzivaji azolovd nebo polyenova léciva napi. klotrimazol, mikonazol ¢i nystatin, jejichz
terapeuticka ucinnost se pohybuje okolo 80-90 %. U gravidnich pacientek je z hlediska
bezpecnosti vhodnéjsi lokalni terapie [44,51,52,53].
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Tabulka 5 Terapie pfi 1ébé vulvovaginalni kandidézy.

Lék Lékova forma Davkovani (mg/den) Délka l1écby
Klotrimazol tabletka 200 3-12 dni
500 jednorazove
100 6 dni
10 % krém 0,05 6 dni
Ekonazol globule 50 15 dni
150 3 dny
globule + 1 % krém 150 3 dny
Itrakonazol peroralni kapsula 200 1 den
Nystatin krém 0,04 14 dni
Flukonazol peroralni kapsula 150 3 davky po 72
hodinach

2.2.2. Systémové mykozy

Mezi nejznaméjsi systémové infekce patii kandidoza, aspergiloza, kryptokokdza a
mukormykoéza. Na konci 20. stoleti byl zaznamenan véEtsi ndrtst téchto onemocnéni, praveé
z diivodu pfibyvani imunosuprimovanych osob, v diisledku 1é¢by cytostatiky, Sirokospektrymi
antibiotiky ¢i pacienti infikovani virem lidské imunodeficience (HIV). Imunosuprimovani lidé
pravé tvori nejohroZené€jsi skupinu téchto infekci. K 1€é¢bé se pouzivaji systémova antimykotika

[54]. Nékteré systémové infekce si nize podrobnéji popiSeme.

2.2.2.1. Systémové kandidozy

Systémové kandidézy jsou charakterizované invazi vlaknitych elementt s poskozenim
organli. RozliSujeme organové (kandidoza plic, jater, ledvin, oka a CNS) a diseminované
kandidozy, kdy dochézi k postiZzeni vice orgdnti nebo jednoho organu spolecné s vyskytem
kandidémie. Kandidémie je jedna z nejhorSich forem kandidoézy a v pfipadé spojeni
s orgdnovou manifestaci jeji mortalita dosahuje 50 a vice %. Jde o zdvazné onemocnéni, kdy
dochdzi k invazi kvasinek do krve. Zdrojem infekce miize byt Zilni katétr nebo také GIT
poskozeny protinddorovou lé¢bou. Plicni kandidoza vzniké jako sekundarni infekce diseminact,
kdy dojde vétsinou k postizeni obou plicnich kiidel. Zejména postihuje osoby se snizenym
poctem bilych krvinek (neutropenické pacienty). Diagndza plicni kandidozy je velice obtizna,
nebot’ nema specifické klinické projevy, proto se opird hlavné o mikroskopické a kultiva¢ni

vySetieni [54,56]. Tab. 6 nabizi ptehled 1é¢iv a jejich indikaci pii 1écbe kandidoz.
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Tabulka 6 Terapie 1¢cby systémovych kandidéz.

Lék Davka Délka 1é¢by
Itrakonazol 100-200 mg/den 3 tydny — 7 mésict
Flukonazol 400-800 mg/den 14 dni nebo do vymizeni

klinickych ptiznakt infekce

Amfotericin B 5 mg/kg intraven6zné/den minimalné 14 dni

2.2.2.2. Aspergiloza

Druhé nejcastéjsi onemocnéni zptisobené vlaknitou houbou rodu Aspergillus. Jde o
exogenni infekci. Nejrozsifenéjsi patogen zplisobujici toto onemocnéni je 4. fumigatus, napada
lidi s oslabenou imunitou (piijemce transplantatli, pacienty s leukémii ¢i s jinymi nadorovymi
nemoci) a zptsobuje u nich invazivni plicni aspergilézu. Mezi plicni formy aspergilové infekce
se fadi alergickd bronchopulmonalni aspergildéza, chronickd nekrotizujici aspergiloza,
aspergilom a invazivni plicni aspergiloza. Ve 20-30 % dochazi k poskozeni jinych systémi,
mozku, GIT, jatra a ledviny. K 1é¢b¢ se voli triazolové antimykotikum vorikonazol, poptipadé

i amfotericin [1,57,58], jak je uvedeno v Tab. 7.

Tabulka 7 Terapie 1écby Aspergilozy.

Lék Davkovani Délka 1écby

Itrakonazol 200 mg/den 2-5 mésict

Vorikonazol 400 mg kazdych 12 hodin Do odeznéni klinickych a
béhem prvnich 24 hodin mikrobiologickych znamek
(nasycovaci davka) infekce

200 mg/2x denné (udrzovaci

davka)

Bronchopulmonalni aspergildza je oportunni infekce, projevujici se u astmatikd nebo u
pacientt s cystickou fibrozou. Pfi této infekci nedochazi k invazi do organismu, avsak je velmi
dulezité vcas tuto infekci diagnostikovat a spravné 1é€it. Ke klinickym ptiznakim patii duSnost,
kaSel a teplota. Aspergilom (Obr. 14) je kulaty, ohrani¢eny ttvar, vytvari se v jiz existujicich
dutindch. Dutiny mohou vzniknout pii tuberkuloze, cystické fibroze nebo pii néjakém
nekrotizujicim procesu. Lécba se teSi chirurgicky. Velice vzacnou formu aspergilozy
predstavuje chronickd plicni aspergildza, zplisobend druhem A. fumigatus. Projevuje se u
starSich pacientd s chronickym plicnim onemocnénim, jako lokalni invaze hyf bez diseminace

do jinych orgénti [1,57,58].
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probihat jako tracheobronchitida nebo az nekrotizujici pneumonie. Dtlezitd je vcasna
diagnostika, ktera v poslednich letech zaznamenala veliky pokrok. K diagnostice se pouzivaji
radiodiagnostické, serologické a molekularné biologické metody. K velkému trendu patii

monitorovani pacientli a pii prvnich pfiznacich zahdjeni v€asné antimykotické 1écby [1,57,58].

A

Obr. 14 HRCT plic s aspergilomy (kavity obsahujici plisen) [59].

k

2.2.2.3. Kryptokokéza

Exogenni systémové infekéni onemocnéni zpisobené houbou Cryptococcus
neoformans. Primarnim loziskem jsou plice, kde dochazi k inhalaci bunék, infekce
hematogenné diseminuje do CNS nebo na jiné organy, vcetné jater, klize, prostaty, oci, kloubti
a kosti. V zavaznych ptipadech dojde ke zvySeni intrakranidlniho tlaku, coZ zpiisobi hlubokou
ztratu zraku nebo sluchu, maligni hypertenzi, a dokonce mize dojit ke smrti, zejména u osob s
oslabenou imunitou. Nejcastéji se infekce vyskytuje sporadicky u pacientl s poruchou funkce
T-lymfocyti, pfedev§$im u pacientli s AIDS, kde akutni mortalita ptedstavuje 10-20 %. C.
neoformans diagnostikujeme mikroskopicky jako pucici kvasinky z preparatu ze sputa Ci
mozkomisniho moku. K terapii kryptokokézy se uzivd kombinace amfotericinu B s 5-
flucytosinem (Tab.8). V ptipad¢ této 1éCby mlize dojit k nezadoucim ucinktim napt. dyspeptické

obtize, kozni projevy (anémie a trombocytopenie) [27,56,60].

Tabulka 8 Terapie pfi 16cb¢ kryptokokdzy.

Lék Davkovani Délka terapie
Amfotericin B + 0,7-1 mg/kg/den + 100-150 mg/kg/den po dobu 2 tydni
Flucytosin (rozdé€leno do 4 davek)

Flukonazol 400 mg/den po dobu 10 tydnii

jako udrzovaci 1écba
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2.2.24. Mukormykéza

Pivodcem této akutni, oportunni infekce je houba ztadu Mucorales. K nejCastéji
izolovanym druhim zpusobujici tyto infekce patii R. microsporum a R. oryzae.
U imunokompromitovanych pacientli, pfedevS§im pacientd s leukémii ¢i diabetes mellitus,
predstavuji vysoké riziko umrti. Vznik infekce zacina inhalaci sporangiospdr. RozliSujeme dva
typy mukormykoz, rhinocerebralni, vyskytujici se obvykle u diabetikli a pulmonalni, ke které

jsou nachylnéjsi pacienti s leukémii nebo lymfomem [7]. Lécba je popsana v Tab. 9.

Tabulka 9 Terapie pouzivana pii 1é€bé mukormykoz.

Lék Davkovani Délka lécby
Liposomovy amfotericin B 5 mg/kg/den do odeznéni klinickych
Posakonazol 300 mg/2% denné znamek infekce

3. Lécba mykotickych onemocnéni

Lécba mykotickych onemocnéni spoc¢iva v prevenci, kterd snizuje riziko vzniku
mykotického onemocnéni. Velmi vyznamné je uzivani dopliki stravy, jenz obsahuji ucinné
latky z bylin ¢i mikrobidlni lyzaty, které posiluji imunitni systém. Pokud ani toto nepomuze a
dojde ke vzniku mykoéz, tak se k 1é€bé voli vhodné antimykotika, at’ uz ptirodni ¢i synteticky
pfipravend. Jednotlivé kroky vedouci k zabranéni vzniku mykotickych onemocnéni, véetné

jejich nasledné 1écby, jsou detailnéji popsany v nasledujicich podkapitolach [61,62].

3.1. Prevence mykotickych onemocnéni

Pro snizeni rizika vzniku a navratnosti mykotickych infekci je dobré dodrzovat tyto
preventivni opatieni. Pro prevenci pfed vaginalnimi mykoézami se predevSim doporucuje
vyvarovat parfémovanym mydlim, noSenim mokrého ¢i vlhkého spodniho pradla. Pro Zeny
trpici touto infekei se doporucuje nosit prodysné a bavinéné spodni pradlo, kdy se musi dbat na
spravnou intimni hygienu. Zeny by se méli vyhybat koupeli v chlorovaném bazénu, a to
z divodu naruSeni pfirozené vaginalni mikroflory [61,63].

Aby nedochazelo ke koznim myko6zam a plisnim nehtli, doporucuje se po kazdé koupeli
ktzi velmi dobie osusit, hlavné v prostoru mezi prsty a zahybech kiize. Do spole¢nych Saten,
umyvaren a vetejnych bazénil by pacienti méli pouZzivat vlastni omyvatelnou obuv. Dilezité je
predejit zvySené potivosti nohou pouzivanim bavinénych ponozek a prody$né obuvi, zejména
v 1éte. Pti prevenci kvasinkové infekce, je dilezité zménit i stravu, a to predevsim vyfadit cukr,

a zdroje cukru (8krob), kofein, i alkohol. Lékati doporucuji zvysit pitny reZim (nealkoholickych
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napoju) a konzumovat vét§i mnozstvi potravin potlacujici riist infekce (napft. cesnek, grep, aloe

vera, etc.) [63].

3.1.1. Pfirodni antimykotika

Vzhledem k omezenosti dostupnych antimykotik a pomalému vyvoji téchto novych
1é¢iv, se hledaji alternativni 1éky s nizkou rezistenci a mensim vyskytem vedlejSich ucinkii.
Ptirodni antimykotika jsou latky nesyntetické povahy, vétSinou produkované rostlinami.
Bezpocet studii ukazuji na skutecnost, ze 1é¢ivé byliny mohou pfedstavovat alternativni zdroj
antifungélnich sloucenin, mezi které patii alkaloidy, terpeny, flavonoidy, etc. Nejcastejsi
1é¢ivou formou byvaji extrakty silic, jenz jsou produkovany imunitnim systémem rostlin, a
které ptirozené chrani pied sklidci (hmyzem, plisnémi, etc.) [62,64].

Mechanismus inhibice ristu mikromycet spo¢ivd v naruseni jejich bun&tné stény.
Ptirodni antimykotika nemaji tendenci vést k rezistenci. Tyto latky muzeme vyuzit jako
doplnky stravy nebo jako pfirodni antifungélni 1é¢iva. Mezi rostliny majici antifungélni u¢inek
patii aloe vera, tea tree, skofice, tymian, hiebicek, kokosovy olej, ¢esnek a zdzvor. Nize jsou

popséna nekterd vybrana pfirodni antimykotika [62,64].

3.1.1.1. Silice z Melaleuca alternifolia

Kajeput stiidavolisty (Melaleuca alternifolia) téz znamy jako tea tree (Obr. 15) je strom
mensiho vzrlstu pivodem ze severovychodniho pobtezi Nového Jizniho Walesu v Austrélii.
Esencialni olej ziskany z tohoto stromu obsahuje hlavné mono a seskviterpeny. Hlavni u¢inna
slozka zodpovédna za antiseptické vlastnosti je terpinen-4-ol. V Iékaistvi se pouziva jako
prevence vi¢i vnéjsim infekcim, pomaha pii vaginalnich infekcich a mykéz nohou. Cisty tea
tree olej dokaze hubit dokonce i nékteré kmeny bakterii, a to likvidaci stavebnich proteinti

plisnovych bungk, kdy narusuje stavbu kvasinek, ma tzv. antimykoticky efekt [65,66].

Obr. 15 Kvét Melaleuca alternifolia (vlevo) a molekula terpinen-4-olu (vpravo) [67,68].
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3.1.1.2. Silice z Cinnamomum verum

Skoticovnik pravy (Cinnamomum verum) pochazi zjihovychodni Asie (Obr. 16).
Hlavni slozkou je cinnamaldehyd, dale linalool, eugenol a karyofylen. Silice se ziskavaji
extrakei z listli a kliry. Vysoky obsah cinnamaldehydu se nachazi v ke, naopak v listech se
nejvice vyskytuje eugenol. Olej ziskany z této rostliny vykazuje protiplisnové, antivirové a
antibakterialni u¢inky. Zejména piitomny cinnamaldehyd tc¢inkuje jako inhibitor kvasinek (C.

albicans), bakterii a plisni [69,70,71,72].

Obr. 16 Kura z Cinnamomum verum (vlevo) a molekula cinnamaldehydu (vpravo) [73,74].

3.1.1.3. Silice z Thymus vulgaris

U rostlinnych vytazku z tymianu byl prokazan baktericidni a antifungalni Gc¢inek na
mikroorganismy patogenni pro ¢loveéka. Tyto ucinky vykazuji zejména slozky jako thymol,
karvakrol a také linalool. Jedna se o terpeny, jenZ se navaZou na aminové a hydroxylaminové
skupiny proteini membrany, coz vede ke zméné jeji permeability a ke smrti bunky. Rtzné
studie prokazaly ptsobeni tymidnové silice proti patogennim houbam C. albicans a proti

toxigennimu A. flavus, u kterého inhibovala 1 produkci aflatoxint [75,76].

3.1.14. Alkaloid z Chelidonium majus

Vlastovicnik vétsi (Chelidonium majus) pochazi z Evropy a Asie (Obr. 17). Hlavnimi
izolovanymi farmakologickymi slozkami jsou isocholinové alkaloidy chelerythrin, berberin,
chelidonin, koptisin a sanguinarin, které¢ vykazuji antifungélni G€inek. Derivaty téchto alkaloida
se vyznacuji cytostatickymi UcCinky. Pfi lokalni aplikaci méa drazdivé ucinky, pii peroralnim
podani zplisobuje zvraceni a prijem, pii vysSich davkach dochézi k centralni paralyze a ke smrti

[77,78,79,80].
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Obr. 17 Listy a kvét Chelidonium majus (vlevo) a chemicka struktura chelerythrinu
(vpravo) [81,82].

3.1.1.5. Cocos nucifera

Palma, neboli kokosovnik obecny, pochdzi z Indonésie, v soucasnosti se péstuje ve
vSech tropickych oblastech svéta. Nejdulezitéjsi casti této rostliny je kokosovy ofech (plod),
potfebny pro vyrobu kokosového oleje. Tento olej ma antimikrobidlni, antifungalni a
antibakterialni G¢inky, a to pfedev§im diky pfitomnosti velmi vyznamnych slozek, jako je
kyselina kaprylova, kyselina kaprinové a kyselina laurova [83].

Byla provedena studie antifungalni aktivity extrahovaného kokosového oleje ze
skorapek, proti ristu nékterych mikroorganismu jako jsou E. floccosum, A. niger, Penicillium,
M. canis, C. albicans a A. flavus. Extrakce kokosovych skotapek byla provedena riznymi druhy
rozpoustédel (acetonem, ethanolem, chloroformem, petroletherem a vodnym roztokem). Tyto
extrakty byly porovnany s ketokonazolem. Pfi zvySeni koncentrace extrahovaného produktu
dochazelo ke zvétseni zony inhibice. Nejvétsi inhibi¢ni aktivitu vykazoval petroletherovy a

ethanolovy extrakt proti E. floccosum a C. albicans [84].

3.1.1.6. Flavonoidy z propolisu

Propolis je prirodni pryskytiény produkt produkovany véelami (Apis mellifera). Vcely
ho pouzivaji pro jeho vyznamné antimikrobidlni a antifungalni u¢inky na ochranu ulu pted
chorobami. Propolis obsahuje pfevazné fenolické slouceniny, flavonoidy a terpeny, naptiklad
hydrochinony, kyselinu kédvovou a kvercetin. Nékteré studie naznacuji, Ze pfitomnost
vyznamnych slozek jako pinocembrin, pinobanksin, chrysin a estery kyseliny ferulové

zodpovidaji za antifungalni aktivitu [70,85].
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3.1.2. Dopliky stravy

Doplnky stravy pfedstavuji skvély zdroj protiplisnovych sloucenin. Vyuzivaji se jako
podpturné produkty pii 1é¢bé plisnovych onemocnéni. Obsahuji ptirodni latky s antifungalnim
ucinkem, fadu probiotickych kultur obnovujicich ptirodni mikrofléru ¢i lyzaty (neskodné ¢asti
ziskané z mikroorganisml z nejcastéjSich pivodcti mykédz). Dokdzou obnovit rovnovahu
narusenou uzivanim antibiotik, perordlni antikoncepce a alkoholu. Naptiklad pfipravek
FemiVaxinum Neo se skladd z mikrobidlniho lyzatu, ktery podporuje vaginalni mikrofléru a

vytvaii zdravejsi poSevni prostiedi [86,87,88]. Jeho slozeni je zobrazeno v Tab. 10.

Tabulka 10 Slozeni mikrobidlniho lyzatu v jedné tobolce

Slozky lyzatu Mnozstvi v jedné tobolce (mg)
C. albicans lysatum 1,5
C. glabrata lysatum 0,8
C. tropicalis lysatum 0,2
C. krusei lysatum 0,2
Gardnerella vaginalis lysatum 0,2
Propionibacterium acnes lysatum 2,1

Ptipravek Candix obsahuje v jedné kapsli velké mnozstvi kyseliny kaprylové (200 mg),
dale Lactobacillus acidophilus (2 x 10° CFU) a kyselinu askorbovou (80 mg), kdy vitamin C
zvySuje obranyschopnost a pomdhd chranit buiiky pfed oxidativnim stresem. Dale Candida
Support je sloZen z extraktl fady vyznamnych bylin s antifungalni aktivitou (Ofe$ak cerny,
oreganovy olej, biotin a kyselinu kaprylovou). Podporuje zdravou rovnovahu stfevni
mikroflory. Tab. 11. uvadi mnozstvi jednotlivych antifungélnich slozek. V posledni tadé
doplnék stravy Candistop obsahuje 7 probiotickych kultur obnovujicich pfirozenou mikrofloru
(Lactobacillus (L). casei, L. rhamnosus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium (B.)
breve, L. acidophilus, B. longum, L. bulgaricus), dale extrakt z grapefruitovych seminek a z

¢esneku s inhibi¢nim u¢inkem proti ristu mikromycet [89,90,91].

Tabulka 11 SloZeni ptipravku Candida Support.

Vyznamné antifungalni slozky Mnozstvi v jedné davce (mg)
Biotin 15

Kyselina kaprylova 500

Oreganovy olej 200

Ofesak Cerny 300
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3.2. Antimykotika

Antimykotika Ize definovat za lIéky obsazené v riznych I€kovych formach (Tab.12),
pouzivané k 1é¢bé mykoz. K velkému rozvoji téchto 1éCiv doslo v 60. letech 20. stoleti.
Vyskytuji se jako ptirodni (polyenova antibiotika a griseofulvin), syntetické (azolové derivaty,
allylaminové derivaty a flucytosin), ale 1 polysyntetické slouceniny (echinokandiny). VétSina
antifungalnich latek inhibuje syntézu ergosterolu v bunécné membrane houby [92,93].

Existuje mnoho kritérii, podle kterych se antimykotika déli, kdy nejbéznéjsi byva déleni
podle chemické struktury (Tab. 13). Dale se mohou d¢lit podle ucinku, a to na fungicidni nebo
fungistaticky. V posledni fad¢ literatura uvadi klasifikaci antimykotik dle aplikace: lokalni a

systémova. Nize jsou jednotlivé druhy antimykotik podrobnéji popsany [92,93].

Tabulka 12 Piehled vybranych antimykotik a jejich 1ékové forma

Antimykotika Lékova forma Obchodni
Lokalni Systémova nazev
polyeny Natamycin krém, vagindlni (vag.) — Pimafucin

globule, mast

Nystatin mast, vag. mast vag. — Fungicid
globule/tobolky
Amfotericinu B — infuzni roztok Amphocil
(1.r.)
azoly Bifonazol krém, mast, roztok — Mycospor,
Canespor
Ketokonazol krém, Sampon tablety Nizoral
Klotrimazol krém, sprej, pasta, — Canesten,
roztok, vag. tablety a Aknecolor,
krém Candimax
Mikonazol vaginalni tablety — Klion D
Flukonazol prasek, sirup kapsule, 1. 1. Diflucan
Itrakonazol peroralni roztok 1T Sporanox
alylaminy Terbinafin krém, sprej, gel tablety Lamisil
Naftifin krém, roztok - Exoderil
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Tabulka 13 Déleni antimykotik podle chemické struktury

Antimykotikum Mechanismus uc¢inku Zastupci
Polyenova antimykotika vazba na ergosterol bunééné amfotericin B, nystatin,
stény mikromycet natamycin
Azolova antimykotika inhibice cytochromu P450  mikonazol,  ketokonazol,
flukonazol, itrakonazol,
vorikonazol
Echinokandiny inhibice syntézy 1,3-B-D- kaspofungin
glukanu
Antimetabolity inhibice syntézy flucytosin
nukleovych kyselin
Allylaminy inhibice skvalenperoxiddzi  terbinafin, naftifinen

3.2.1. Polyenova antimykotika

Polyeny se fadi k nejstarS§im a nejdéle pouzivanym systémovym antimykotiklim. Jejich
mechanismus U¢inku spoc¢iva v navazani molekuly antimykotika na ergosterol, zadkladni slozku
bunécné stény mikroskopickych hub. Po navazani dojde k poSkozeni permeability membrany,
naslednému vzniku porti a ke ztrat€ iontd a nizkomolekularnich latek, timto nastane buné¢na
smrt. LéCiva jsou podavana lokélné, ve formé: masti, krémt, vaginalnich globuli a kapsli
(nystatin a natamycin) nebo v pfipadé amfotericinu B intraven6zné jako systémova

antimykotika [94].

3.2.1.1. Amfotericin B

Dosud nejicinngjs$i systémové polyenové antimykotikum (Obr. 18) s fungicidnim
ucinkem, produkované bakterii Streptomyces nodosus, jenz bylo poprvé izolovano v roce 1956.
Amfotericin B vykazuje Siroké spektrum ucinku, v koncentraci 0,1-0,8 pg/ml inhibuje in vitro
C. albicans 1 n¢které druhy non-albicans, Cryptococcus neoformans a rod Aspergillus.
Dokonce se pouziva jako jediné antimykotikum piisobici proti zygomycetam a protozoim.
Amfotericin B se priméarné voli u aspergilové infekce a mukormyko6zy. Nicméné po dlouhodobé

1é¢be se zjistilo, Ze kmeny C. tropicalis a C. parapsilosis vykazuji rezistenci proti amfotericinu

B. [95,96,97].
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Obr. 18 Struktura amfotericinu B [98].

Amfotericin B se podava intravenozné, jelikoZ pfi perordlnim podani neni schopen se
vstiebat. Pfi uzivdni mohou nastat akutni nebo chronické Gc¢inky. K akutnim nezadoucim
ucinkiim, které se mohou projevit jiz béhem infuze, patii horecka, tiesavka, bolesti hlavy,
svalstva a kloubti, nauzea a alergické reakce. Z chronickych projevi se mtize jednat zejména o
nefrotoxicitu s naslednou elektrolytovou dysbalanci, vazokonstrikce kapilar glomerulu a tepen,
neurotoxicita a normocytarni normochromni anémie, kterd vznika v diisledku blokovéni tvorby
erythropoetinu. DoCasnym snizenim davky nebo podévanim kyseliny acetylosalicylové c¢i
antihistaminik, miZeme piedejit t¢émto nezddoucim G¢inklim nebo je zmirnit. Aby se zamezilo
zejména nefrotoxicité, pouzivd se amfotericin B vazany na lipidovém nosici: liposomdalni
amfotericin B, lipidovy komplex nebo koloidni disperze. Tyto lipidové typy piedstavuji fadu

vyhod oproti normalnimu amfotericinu B [54,93,94,99].

3.2.1.2. Nystatin a natamycin

Nystatin 1 natamycin jsou lokdlni polyenovd antimykotika produkovana kmenem
Streptomyces. Nystatin se pfipravuje fermentaci z kmene Streptomyces noursei. Pouziva se
predevsim proti infekcim vyvolanych rodem Candida. Velmi dobie plsobi i na rod Aspergillus.
Nevstiebava se z klize, sliznic ani GIT, proto se pfedev§im indikuje u povrchovych mykoéz
zpusobenych kvasinkami (andlni a interdigitalni kandidozy), a jako doplné€k 1é¢by tabletami pfi
vaginalni kandidoze. Ma vzhled svétle zlutého az zlutého krystalického prasku. Je mirné
hygroskopicky a citlivy na svétlo. Kvili vysokym nezddoucim ucinkim, byly stejné jako u
amfotericinu vyvinuty lipozomalni lékové formy s vyrazné niz§imi neZzadoucimi ucinky
[94,97,100,101].

Natamycin ma vzhled bilého az krémového prasku. Jedna se o lokéalni polyenoveé
antimykotikum, ziskané z aktinomycety Streptomyces natalensis. Aktivné plisobi pii velmi

nizkych koncentracich. K inhibici rlstl u plisni dochéazi pii koncentraci 0,5-6 pum/ml, u
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kvasinek 1-5 um/ml. Pisobi proti kvasinkam, plisnim i dermatofytim. PouZziva se k terapii

kandiddzy ustnich koutki, kandidové vulvitidy a u onychomyko6z [97,102,103,104].

3.2.2. Azolova antimykotika

mykoz, predevsim u kandidovych infekci. Jsou to syntetické, fungiostatické az fungicidni latky.
Mechanismus ucinku je pro systémové i lokalni azoly shodny, dochazi k inhibici fungalniho
enzymu cytochromu P450, na kterém zavisi katalyticka aktivita enzymu C-14-a-demetylasy.
V dusledku této inhibice nedojde k pfeméné lanosterolu na ergosterol, membréna ztraci svoji
funkci a zvysi se jeji permeabilita. Lécbu systémovych mykéz komplikuje fada interakci
azolovych antimykotik s jinymi latkami, z divodu metabolismu v jatrech v mikrosomalnim
systému s cytochromem P450 subtypu 3A4 [47,92,97,105]. Azoly délime na:

. Derivaty imidazolu-mikonazol, ketokonazol a klotrimazol

o Derivaty triazolu-flukonazol, vorikonazol a itrakonazol

3.2.2.1. Mikonazol

Jedna se o nejstarsi azolové antimykotikum, pouzivané vice jak 30 let k povrchovym
infekcim. Kvili jeho nezddoucim ucinkiim, jako jsou GIT potize ¢i alergické reakce,
vyskytujici se jiz béhem aplikace, dochédzelo k postupnému nahrazovani modernéjSimi 1écivy
(naptiklad flukonazol a itrakonazol). Mikonazol ma pomérné Siroké spektrum ucinku, pisobi
na candidy, kryptokoky a na n¢které aspergily. Diive se pfedevSim indikoval pfi systémové
kandidoze, kryptokokoze, dermatomykdze a vaginalni kandidoze. Vykazuje vysokou vazbu na
bilkoviny (vaze se z vice jak 90 %), snadno pronikd do zanétlivych loZisek, ale nepronika do
mozkomisniho moku. K jeho metabolismu dochazi v jatrech, kdy 80-85 % léciva se vylucuje
v neucinné forme stolici a kolem 15-20 % metabolit moci [47,101,102].

Syntéza mikonazolu (Schéma 1) vychazi z 2,4-dichloracetofenonu (1), ktery se reakci s
bromem pievede na fenacylbromid (2). Bromidem se (2) alkyluje na fenacylimidazol (3) a ten
se redukci s tetrahydridoboritanem sodnym zredukuje na alkohol (4). Pomoci Wilkinsovi

syntézy se alkohol ptevede reakci s alkylhalogenidem (5) na mikonazol [106].
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Schéma 1 Syntéza mikonazolu [106].

3.2.2.2. Ketokonazol

Jedna se o systémové, Sirokospektré syntetické antifungalni 1é¢ivo, podobajici se svym
fungiostatickym uG¢inkem mikonazolu. Stejné jako mikonazol, byva kvili svym neZzadoucim
uc¢inkim nahrazovan nové¢jSimi 1éc¢ivy (flukonazol a itrakonazol). Nezadouci ucinky
ketokonazolu (KTZ) zavisi zejména na davce. K nejcastéjSim patii poruchy GIT - dyspepsie,
nauzea a bolest bficha. Pfi perordlnim podéavani vysokych davek (400 mg/den) vykazuje
hepatotoxicky ucinek, a proto od roku 2013 ma tato forma pozastavenou registraci v celé
Evropské unii [54,96,97,107].

Ve form¢ Samponu, masti ¢1 krému se indikuje k lokdlni terapii infekce ktize, vlast a
nehtll vyvolané dermatofyty nebo kvasinkami (pityriasis versicolor, chronicka mukokutanni
kandiddza a onychomykdéza). Toto 1é¢ivo nelze pouzit k 16cbé mykotické meningitidy, protoze
neprostupuje do mozkomisniho moku. KTZ lze povaZovat za slabou bazi, ktera se dobie
rozpousti v kyselejSim pH, a proto se nejlépe vstiebava v zaludecni sliznici. Z 98 % se vaze na
bilkoviny, méné jak 5 % se vylouc¢i do moci. K jeho inaktivaci dochdzi v jatrech [94,96,97].

Syntéza KTZ (Schéma 2) spociva v reakci 2,4-dichloracetofenonu (6) s glycerolem za
katalyzy p-toluensulfonovou kyselinou, déale dochdzi se smeési 1-butanolu s benzenem
k azeotropickému odstraniovani vody a vzniku ketalu (7). Ten se bromaci a benzoylaci
hydroxymethylové skupiny pfevede na bromderivat, ktery reakci s imidazolem a naslednou

bazickou hydrolyzou benzoatu poskytne primarni alkohol (8). Dale po pfevedeni primarniho
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alkoholu (8) na  methansulfonat reaguje v pfitomnosti baze s l-acetyl-4-(4-

hydroxyfenyl)piperazinem za vzniku ketokonazolu [106].
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Schéma 2 Syntéza ketokonazolu [106].

3.2.2.3. Flukonazol

Jedna se o systémové triazolové antifungalni 1é¢ivo, které je dobfe rozpustné ve vode.
Mize se podavat jak peroralné, tak i parenteralné. Jeho spektrum antifungalniho ucinku
zahrnuje rod Candida, Cryptococcus, dermatofyta (rody Trichophyton a Microsporum). Jako
rezistentni patogeny vuci flukonazolu (FLU) se ukazaly kmeny C. krusei a C. glabrata. Po
podavani zptisobuje bolest hlavy, zvraceni prijem a vyrazku. U lidi s AIDS se mnohem castéji
vyskytuji kozni problémy, mlize se objevovat i Stevenstiv-Johnosonitv syndrom. FLU v davce
200-400 mg/den se vétsinou indikuje k 1écbé orofaryngealni kandidozy, kryptokokové
meningitidy, mukokutanni kandidozy. Z 11 % se vaZe na bilkoviny, dobie pronikd do vSech
tkani a télesnych tekutin, v€etné mozkomisSniho moku. Z 80 % se vylucuje v aktivni formé moci
[54,94,96,97].

Pti syntéze FLU (Schéma 3) dochazi k reakci 1,3-difluorbenzenu (9) s butyllithiem za
vzniku 2,4-difluorfenyllithia a jeho adici na 1,3-dichloraceton poskytne 1,3-dichloro-2-(2,4-
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difluorfenyl)-2-propanol (10). Tento substituovany propanol reaguje v pritomnosti baze se

dvéma molekulami 1H-1,2,4-triazolu za vzniku flukonazolu [106].
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Schéma 3 Syntéza flukonazolu [106].

3.2.24. Itrakonazol

Triazolové antimykotikum (Obr. 19) pouzivané peroraln€é nebo parenterdlné u
systémovych infekci vykazuje fungicidni ucinek proti rodu Aspergillus, Candida v&etng
C. crusei, C. albicans. Za velmi citlivé kmeny lze povazovat Cryptococcus neoformans,
Blastomyces dermatitidis, atd. Naopak rezistentni jsou plisné Zygomycetes a Mucor. Indikuje
se pii dermatomykdze, onychomykoze a aspergiloéze. Pro absorpci peroralni formy je velmi
dualezitd ptitomnost zalude¢ni §t'avy v zaludku, a proto se musi uzivat po jidle. Tuto nevyhodu
odstrafiuje nova intraven6zni 1ékova forma, ktera vyuziva B-cyklodextrin jako molekulu pro

zvySeni rozpustnosti. Oproti tomu itrakonazol v suspenzi se uziva nalac¢no [54,94].
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Obr. 19 Struktura itrakonazolu [108].
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3.2.2.5. Vorikonazol

Vorikonazol se oznacCuje za nejnovejsi systémové triazolové antifungalni 1éCivo 2.
generace. Podava se ve forme tablet, tekuté suspenze nebo intravendzné. Ma Siroké spektrum
ucinku proti rodu Candida vcetné C. krusei a C. glabrata, které vykazuji rezistenci vici
flukonazolu, dale ptisobi proti Cryptoccocus neoformans, rodu Fusarium a Aspergillus. Pouziva
se k 1écb¢ invazivni aspergildzy, orofaryngeélni kandidozy. Vorikonazol pronika do télesnych
tekutin a tkani vCetné plicni tkan€. K hlavnim nezadoucim Gc¢inklim patii poruchy zraku, dale
kozni reakce, zvraceni a zvySeni jaternich enzymu. Pfi dlouhodobém uZzivani dochazelo ke

vzniku alopecie, kozni malignity u pacientl s transplantaci plic a neuropatie [54,109,110,111].

3.2.2.6. Ekonazol

Ekonazol je azolové antifungalni 1éCivo (Obr.20). Tato aktivni latka plsobi na
proliferujici houby, kvasinky a plisn¢, ale neni ucinna proti sporam. Pouziva se k lécbé
povrchovych mykotickych nemoci, dale jako doplikova 1écba pii perordlni antimykotické
terapii onychomyko6z a paronychie. Pii lokdlni 1écbé timto antimykotikem je velmi dilezity
prostup terapeutické davky k cilové vrstvé klize. Kviili Spatné rozpustnosti ekonazolu ve vode,
kterd omezuje jeho antifungélni Ucinek, byly pro lokdlni 1écbu oc¢ni plisnové keratitidy
vytvotfeny hydrogely solubilizaci dusi¢nanti tohoto 1é¢iva cyklodextrinem (CD). Pii lokalni
aplikaci 1 % ekonazolového krému, ztstava 90 % aplikované davky na povrchu kiize po dobu
0,5-18 hodin. Vice jak 98 % léciva se vaze na bilkoviny a metabolizuje se na vice nez 20

metabolitl. Mén¢ nez 1 % lokalni davky se vylucuje stolici nebo moc¢i [112,113,114,115].
/ N
[\ ¢
N
Cl

Cl

Obr. 20 Chemicka struktura ekonazolu [106].
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3.2.2.7. Posakonazol

Posakonazol Ize zatradit také mezi systémové lipofilni triazolové antimykotikum 2.
generace s vysokym spektrem ucinku proti kvasinkdm, plisnim a dimorfnim houbam
(Histoplasma spp., Blastomyces spp.). Indikuje se k 1é¢bé invazivni aspergildzy, fuzariézy a
kokcidiomykézy u dospélych lidi, ktefi jsou rezistentni vici jinym antimykotikim. Z vice jak
95 % se posakonazol vdze na bilkoviny. Méné jak 30 % latky se metabolizuje v jatrech
glukuronidaci nebo oxidativnimi metabolity a zhruba 75 % se vylucuje stolici. K nezadoucim
ucinkim patii bolest bficha a hlavy, prijem, nevolnost, zvraceni, nespavost, vyrazka,

hypertenze a neutropenie [116,117,118].

3.2.2.8. Klotrimazol

Klotrimazol se pouzivd jako lokdlni Sirokospektré antimykotikum k 1écbé
dermatologickych (keratomykéza a dermatofytoza) a gynekologickych infekci. Uginkuje proti
M. furfur a T. vaginalis. Klotrimazol zptisobuje vysokou toxicitu indukci jaternich enzymd, a
proto se pro systémovou 1é¢bu nepouziva. Spatné se rozpousti ve vodé a tim snizuje klinické
pouziti 1 antifungalni uc¢inek. Pro zvySeni rozpustnosti ve vodé se pouzivaji dendrimery. Pfi
1é¢b¢ klotrimazol prostupuje do nejnizsich vrstev pokozky v dostate¢né ucinné davce. Po
resorpci se metabolizuje v jatrech na inaktivni hydroxyderivaty. K vylu¢ovani dochazi ze 2-15
% moci a z vice jak 60 % stolici [46,97,119,120].

Syntéza klotrimazolu (Schéma 4) spociva v ptevedeni o-chlortoluenu (11) radikalovou
chloraci na 2-chlor-1-(trichlormethyl)benzen (12). Ten dvojnasobnou Friedel-Craftsovou
alkylaci s benzenem v pfitomnosti bezvodého chloridu hlinitého poskytne derivat tritylchloridu

(13), ktery se v ptitomnosti triethylaminu alkyluje na imidazol za vzniku klotrimazolu [106].

é/ ClL, hv 5 2,11, AICI, ;! NEt ‘g.

Klotrimazol

Schéma 4 Syntéza klotrimazolu [106].
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3.2.3. Antimetabolity

Jako jedinym zastupcem této skupiny je flucytosin. Jedna se o systémové, peroralni,
uzkospektré, antifungalni 1é¢ivo. Z chemického hlediska jde o fluorovanou pyrimidinovou bazi,
poprvé syntetizovanou v roce 1975 jako cytostatikum. Samotny flucytosin (5-FC) nema
antifungélni aktivitu. Tuto aktivitu ziska po absorpci buiikami hub, kde je pfeménén na aktivni
metabolit 5-fluorouracil (5-FU), ktery je vestavén do ribozomalni a transferové ribonukleové
kyseliny, tim dochdzi k inhibici syntézy nukleovych kyselin. Houby, které neobsahuji
cytosindeaminazu, nejsou citlivé na 5-FC, protoze nedojde k pfeméné 5-FC na 5-FU
[94,97,121,122].

Hlavnim problémem je vznik rezistence, proto se flucytosin pouzivd v kombinaci
sjinymi antifungdlnimi latkami, napf. s amfotericinem B kléceni systémovych mykoz
(kryptokokovd meningitida). Své samostatné uplatnéni nachazi jen vyjimec¢né, a to pii
chromomykdze a ke kratkodobé 1€¢bé mykoz mocovych cest. Piisobi na infekce zplisobené
kandidami, kryptokoky a v kombinaci pisobi 1 proti aspergiliim. 5-FC je hydrofilni, mén¢ nez
10 % se vaze na proteiny, dobie se vstiebava do vSech tkani a té€lesnych tekutin véetné likvoru.
Ze 75-95 % se vylucuje do moci. Biologicky polo€as rozpadu se pohybuje okolo 4 hodin, pfi
poruse funkce ledvin je polocas rozpadu prodlouzen. Nezddouci G¢inky zavisi na koncentraci
5-FC a je mozné se jim vyhnout napf. vysazenim 1ékli nebo snizenim davky. K zavaznym

nezaddoucim uc¢inkiim patii hepatotoxicita a granulocytopenie [97,121,122].

3.2.4. Echinokandiny

Echinokandiny se fadi mezi nejnové€jsi skupinu antimykotik, ktera byla pocatkem 21.
stoleti uvedena na trh. Mechanismus uc¢inku spocivd v inhibici B-(1,3)-glukan syntétazy,
enzymu potfebného pro syntézu B-D-(1,3)-glukanu v bunécéné stén¢ plisni. Tim dochazi
k osmotické nestabilité a lyze bunky. Echinokandiny jsou systémova lé€iva s pomérné Sirokym
spektrem ucinku. Pouzivaji se k 16cbé systémovych mykoz, zptisobenych predevsim kandidami
non-albicans. Jsou U¢inné 1 na cysty P. jiroveci. Na kandidy v terapeutické davce plsobi

fungicidné [37,92,122].

3.2.4.1. Kaspofungin

Kaspofungin je zndmo jako Sirokospektré intravendzni antimykotikum ptlisobici proti
kandiddm a aspergilim. Jedna se o velice dobfe snaSené 1é¢ivo s minimalnimi nezadoucimi
ucinky jako jsou horecka, podrazdéni v misté infuze, bolest hlavy nebo nevolnost. V denni

davce 50-70 mg se pouziva k 1écbé invazivnich kandidoz a aspergiloz. Metabolismus probiha
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v jatrech, avSak mimo cytochromovy systém P450. Neni vylucovan moci. Z 96,5 % se vaze na

bilkoviny [123,124,125].

4. Analyza léCiv

V dnesni dob¢ je kladen velky diiraz na kvalitu a a¢innost 1¢kti. Hlavnim cilem je chranit
zdravi spotiebitele, tedy Clovéka. Analyza 1€Civ predstavuje tedy dulezity néstroj pro kontrolu
kvality 1é¢iv. K analyze existuje bezpocet metod, a dale se nové vyviji tim, jak je kladen velky
diiraz na bezpecnost novych 1é¢iv. Zakonem dané postupy piipravy farmaceutickych vzorki
k analyze a jejich vlastni kvantifikace, je popsdna piehledné v lékopise, coz je zakladni
farmaceutické dilo normativniho charakteru, které ptispiva k zajisténi bezpecnosti, u¢innosti a
jakosti 1é¢iv [126].

Vybér analytické metody se odviji od povahy 1éku (formy) a fyzikalné-chemickych
vlastnosti 1é¢iva a aktivni latky (droga). Dale je nutné si uvédomit, Ze 1€k vétSinou obsahuje
fadu podplrnych latek (pojiva, plnidla, vlhéiva a kluzné latky), jenz je tfeba pted vlastni
analyzou oddé¢lit od analytu. Ztohoto divodu dominuji ve farmaceutické analyze
chromatografické metody (plynovd chromatografie nebo vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie; HPLC). Pokud stanovovana sloZka obsahuje necistoty, 1ze pouzit jednoduché
metody k jejich odstranéni (extrakce, adsorpce, destilace, a krystalizace) [126].

V analyze 1éCiv se vétSinou uplatiuji zkousky totoznosti (kvalita), které zjistuji, zda se
vibec jedna o tu danou 1é¢ivou latku, a také stanoveni jejiho mnozstvi (kvantita), poptipadé
mnozstvi vice ucinnych slozek (simultdnni stanoveni). Velmi dilezitym faktorem je
technologické zpracovani l1éku, od kterého se odviji jeho stabilita a Cistota. Vzniklad forma
ovliviiuje rychlost uvoliiovani (intenzitu vsttebavani), jenz ma zasadni vliv na rychlost nastupu
ucinku 1é¢ivého piipravku. Dal§im parametrem pii hodnoceni 1éCiv je zkouska stability 1€ku ¢i
ucinné latky, jenZ nam podava informace o pusobeni fyzikalné-chemickych vlivi (teplota,

svétlo a vlhkost), na kvalitu a u¢innost 1é¢iva [126].

4.1. Priprava léciv k analyze

Léciva jsou riznymi technologickymi procesy zpracovany do urcitych lékovych forem
(krémy, tablety, Sampony, kapky, injekce, atd). Pro kazdou tuto formu existuje charakteristicky
postup pro jeji ptipravu k analyze. Néktera 1é¢iva se mohou stanovovat piimo, u jinych je
naopak potieba postupnymi kroky ziskat vhodny (reprezentativni) vzorek k analyze [126].

U antimykotik ve formé tablet, je dulezité nejprve 1é€ivo rozmélnit na prasek a nasledné
oddélit od matrice na zaklad¢é riizné rozpustnosti (polarity) pomoci vytfepani (extrakce) do

vhodného rozpoustédla (HCI, voda, methanol, dimethylformamid (DMF) a acetonitril). Néktera
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antimykotika se rozpousti ve vod¢ (flukonazol), jind ke svému rozpusténi potiebuji kysele;jsi
piipraveny vzorek se muze podrobit analyze [127].

Zpracovani krému spociva opét v rozpusténi 1é¢iva ve vhodném rozpoustédle. Nasledné
se tento roztok podrobi plsobeni ultrazvuku (sonizaci), aby doslo k jeho homogenizaci a v
posledni fazi se roztok zfiltruje na konecny ¢iry filtrat, jenz se miize analyzovat. Jako pracovni
média se pro stanoveni antimykotik pouzivaji pufry (fosfatovy, acetatovy, amonny a
Britton-Robinsoniiv pufr; BRB), jejichz sloZeni je popséno v Tab. 14. Jedna se o smési slabych
kyselin a jejich konjugovanych zasad nebo smési slabych zasad a jejich konjugovanych

kyselin), které po ptidani kyseliny nebo zasady udrzuji stabilni pH [128,129].

Tabulka 14 SloZeni jednotlivych pufri

Pufr Kyselina Zasada
Fosfatovy NaH>PO4 Na;HPO4
Acetatovy CH3;COOH CH3COONa
Amonny pufr NH4Cl NaNH4

Citratovy pufr CsHsO7°H2O CsHs07Naz*2H>0
Britton-Robinsontv pufr CH3;COOH, H3PO4, H3;BOs3 NaOH

Léciva mohou byt stanovovana i z biologickych tekutin (sérum, moc). Proto abychom
mohli 1é¢iva z téchto tekutin stanovit, ptidava se ke vzorkiim ethanol a ZnSO4. Nésledné se
nechaji centrifugovat pii vhodnych otackach (13 000 ot. po dobu asi 15 min), kdy dojde
k oddé¢leni ciré tekutiny, ke které se ptida vhodny pufr (vétSinou BRB pufr) a takto pfipraveny

vzorek se muze analyzovat [128].

4.2. Elektroanalytické metody v analyze antimykotik

Elektroanalytické metody lze chapat jako souhrn analytickych protokold slouZici
k identifikaci (kvalita) a stanoveni mnozstvi analytu (kvantifikaci), jenz vyuzivéa interakce
stanovované latky na rozhrani kapalina (elektrolyt) a pevna latka (elektroda). Elektrochemické
techniky vyuzZivané v elektroanalyze lze rozdélit na bezproudové (potenciometrie,
konduktometrie) a za priichodu elektrického proudu (polarografie, voltametrie, amperometrie,
v analyze antimykotik, jenZ vyuZivd anodické oxidace ¢i katodické redukce latek

s antimykotickymi G¢inky. Jelikoz vétSina 1é€iv obsahuje Casto pouze jednu aktivni latku ve
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vysokém obsahu, nachazi své uplatnéni také pritokové metody s amperometrickou detekci

[130,131].

4.2.1. Voltametrie a polarografie v analyze antimykotik

Vroce 1922 Jaroslav Heyrovsky publikoval prvni zdznam o polarografii s nazvem
., Elektrolyza se rtutovou kapkovou katodou” a za objev této analytické polarografické metody
vroce 1959 ziskal Nobelovu cenu. Polarografie a od ni odvozend voltametrie ptredstavuji
elektrochemické metody zaloZzené na meéfeni proudu, ktery prochazi elektrochemickym
¢lankem v zavislosti na vloZzeném napéti, jenz se méni s casem. U amperometrické detekce
probihaji elektrodové reakce za konstantniho napéti. Zdrojem napéti, jenz rovnéz zaznamenava
pfijem nebo ztratu (spotfebu) elektroni (elektrického proudu) béhem elektrodové reakce je
potenciostat/galvanostat [131].

Odpovidajici méteni se uskutecnuji ve sklenéné cele obsahujici minimalné dvojici
elektrod, jenz tvoti elektrolyticky ¢lanek. V praxi se mnohem castéji pouziva tiielektrodové
usporddani (Obr. 21). Tento clanek tvoii hlavni elektroda, tzv. pracovni (polarizovand),
referentni elektroda, jenz ma konstantni potencial po celou dobu méfeni nezévisle na sloZeni
pracovniho média a pomocna elektroda neboli (protielektroda), tvoiena ze skelného uhliku
nebo platinového plisku ¢i spirdly. Ve srovnani s pracovni elektrodou ma tato protielektroda
vyrazn¢ vétsi povrch a neni polarizovand béhem experimentt [131].

Nize uvedené podkapitoly popisuji piehled voltametrickych metod, které byly doposud
vyvinuty pro analyzu antimykotik. Diraz je ptedev§im kladen na volbu pracovni elektrody,
slozeni pracovniho média (rozpoustédlo + elektrolyt), volby elektrochemické techniky a
pracovni podminky zvolené techniky. Vysledné analytické parametry voltametrickych metod
(linedrni rozsah, limity detekce a kvantifikace, piesnost a spravnost) vyvinutych pro jednotlivé

aktivni latky, jsou taktéZ zahrnuty [130].

Pracovni Referentni
Protielektroda elektroda elektroda

Obr. 21 Schematické znazornéni klasického tii-

elektrodového ¢lanku [132].
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4.2.1.1. Pracovni elektrody

Jak lze spatiit v Tab. 15, antimykotika mohou podl¢hat jak katodické (zaporné nabita)
redukci, tak 1 anodické (kladné nabitd pracovni elektroda) oxidaci. Na zéklad¢ tohoto zjisténi
lze domyslet, jaké elektrodové materidly nachdzeji své uplatnéni pii konstrukci pracovnich
elektrod. Z diivodu vysokého piepéti rtuti viici vodiku, je mozné antimykotika na bazi azolu
redukovat na kapajici rtutové elektrodé (DME) ¢i na méné toxické stfibrné amalgamové
elektrodé. Na rozdil tomu, uhlikové materialy (skelny uhlik, grafit, uhlikova pasta, borem-
dopovany diamant a uhlikové nanomaterialy), nalezly své Siroké uplatnéni v anodické oblasti
z divodu vysokého prepéti vici kysliku. Nekterd antimykotika, jak lze vydedukovat
s predchozi kapitoly 4.2., vykazuji nizkou rozpustnost ve vod¢, a tudiz se rady adsorbuji na
nepolarni povrchy. Tohoto jevu se vyuziva pii vyvoji velmi citlivych voltametrickych metod,
kdy se analyt zakoncentrovava (akumuluje) na povrchu (adsorpce) ¢i do téla (extrakce)
pracovni elektrody a nasledné elektrochemicky pfeméni (stripping) na vice polarni produkty,
jenz se uvolni do roztoku. Existence Cetnych studii zabyvajici se vyuzitim borem-dopované
diamantov¢ elektrody (BDDE), jenz ptitahuje velky zajem diky svym jedinecnym vlastnostem,
a to minimalni pasivité povrchu elektrody, Sirokému potencidlovému oknu a nizké toxiciteé

[130,133].

4.2.1.2. SloZeni pracovniho média

VétSina antimykotik jsou ve vod€ rozpustné (polarni) organické slouceniny, jenz
podléhaji protona¢nim a deprotonacnim reakcim. Z toho vyplyva, Ze vySka piku (citlivost
voltametrické metody) zavisi na volbé pH pracovniho média. Aby byly zaruceny konstantni
pracovni podminky béhem analyzy, tak se pouZzivaji riizné pufry (viz. Tab. 15). Antimykotika,
jenZ nejsou ve vodé rozpustna (nepolarni) se analyzuji v €isté organickych rozpoustédlech ¢i
jejich smési s vodou v ptfitomnosti surfaktantu (SDS a CTAB). Tyto surfaktanty vedou ke
zvyseni solubilizace. Jako elektrolyty pro tyto specifické analyzy se uplatiiuje chloristan lithny,

tetrabutylamonium-hexafluorofosfat, etc [130,133].

4.2.1.3. Elektrochemické techniky

K nejvyuzivangj$im voltametrickym technikdm pro studium elektrodovych reakci
antimykotik se fadi cyklicka voltametrie (CV). Touto technikou je navic mozné studovat 1
nasledné reakce, kterych podléhaji oxidacni ¢i redukéni produkty. V posledni fad¢ lze vyuzit
CV pro studium kinetiky téchto elektrodovych reakci a urcit pocet elektronti a protond, jak je

ziejmé z Obr. 22 [130].
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Obr. 22 Pravdépodobny mechanismus elektrodové reakce terkonazolu [130].
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Z divodu nizké citlivosti vySe zminéné CV se pulzni techniky spiSe pouzivaji
k samotnému kvantitativnimu stanoveni aktivnich latek v 1écivech. Vkladani pulzi na
napét'ovou rampu totiz snizuje negativni efekt kapacitniho proudu (/c) potiebného na nabiti
pracovni elektrody. Mezi nejCastéji pouzivané pulzni techniky v elektroanalyze antimykotik
patii diferencné pulzni voltametrie (DPV) a square-wave voltametrie (SWV). Obr. 23
znédzornuje voltametrické zdznamy (voltamogramy) terkonazolu obdrzené pro DPV na tfech
ruznych uhlikovych elektrodach (O-terminované BDDE, diskové elektrod¢ ze skelného uhliku
(GCE) a tuzkové¢ uhlikové¢ elektrod¢; PGE) v celé skale pH. Z pouziti téchto technik je mozné
dosdhnout citlivosti az na stopové mnozstvi aktivni latky v nemetabolizované formé (desitky
nmol/l). Z tohoto divodu lze ptedpokladat, ze DPV nebo SWV (jejich stripping varianty)
mohou byt pouzitelné i v klinické analyze [127,130].

(A) O-BDDE (B) GCE [2Am? (€Y PGE 12Am? |,

5AmMZ A
pH 12 - pH12 /N .z pH 12
ilpHMN P i N FETI AN it

00 05 10 Ev15 00 05  10gy15 0.0 05 10 g v’ 15
Obr. 23 Zaznamy z DPV 1 x 10~* mol/l terkonazolu na O-BDDE (a), GCE (b) a PGE (¢) v
BRB pufrech o riizném pH [130].

4.2.14. Priklady vyvinutych voltametrickych metod v analyze antimykotik
Krom¢ standartnich chromatografickych metod byla vyvinuta celda fada
elektroanalytickych metod pro stanoveni obsahu nékterych antimykotik v lé¢ivech. Tyto
postupy se vyznacuji méné ndkladnou instrumentaci, nizkymi ndklady a krats$i dobou analyzy.
V praxi se nejvice osvédcCily pulzni voltametrické techniky v kombinaci s nemodifikovanou
BDDE. V Tab. 15 lze postiehnout vyvoj voltametrickych metod vyvinutych pro azolova
antimykotika, kdy nejprve dominovala katodicka redukce na DME, a nyni se upfednostiiuje
anodickd oxidace na uhlikovych elektrodach. NiZe jsou popsany nékteré vybrané piiklady

stanoveni antimykotik v rdznych formach 1é¢iv [130].
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Tabulka 15 Piehled metod pouzivanych ke stanoveni antimykotik.

Aktivni latka Senzor Ey[V] Technika Pracovni LOD Ref.
medium [nmol/1]
Itrakonazol DME —1,48 DPP BRP,pH 7 0,1 [134]
Ketokonazol DME -1,56 DPP BRP, pH 7 0,50 [134]
Ketokonazol p-AgSAE -1,46 SWV BRP,pH 12 0,12 [135]
Ketokonazol GCE +0,54 CV, AdS-DPV  NH3;-NH4Cl, 0,00004 [136]
pHO
Ketokonazol GCE +0,5 CcvV PB, pH 3,5, — [137]
7
Itrakonazol GCE +0,5 CvV PB, pH 3,5, — [137]
7
Posakonazol GCE +0,5 CcvV PB, pH 3,5, — [137]
7
Ketokonazol GCE +0,6 CV, SWV NH;-NH4Cl, 0,075 [138]
pHO
Ketokonazol GCE/MWCNTs +0,6 CV, LSV, PB,pH7 0,44 [139]
DPV
Ketokonazol CPE +0,55 AdS-DPV PB, pH 12 0,024 [140]
Itrakonazol CPE +0,66 Cv, AdS- BRP,pH?2 0,012 [141]
DPV,  AdS-
SWvV
Itrakonazol UTGE +0,75 Cv, AdS- BRP,pH?2 0,015 [141]
DPV,  AdS-
SWV
Itrakonazol PCE +0,63 CV, AdS- BRP,pH?2 0,013 [141]
DPV,  AdS-
SWvV
Ketokonazol BDDE +0,59 SWvV NH;-NH4Cl, 0,083 [142]
pHI
Terconazol O-BDDE, +0,50 CV, DPV PB, pH 7,2 0,4; 0,5 [130]
GCE, PGE 1,24

CPE — uhlikova pastova elektroda, GCE — elektroda ze skelného uhliku, MWCNTSs — vicesténné
uhlikové nanotrubice, PCE — tuzkova grafitova elektroda, p-AgSAE — lesténa stfibrna pevna
amalgamova elektroda, UTGE — ultrastopova grafitova elektroda, BDDE —borem dopovanéa diamantova
elektroda, AdS — adsorp¢ni anodické stripovani, DPV — diferenéni pulzni voltametrie, SWV — square -
wave (Ctvercova) voltametrie, CV — cyklicka voltametrie, BRB — Britton—Robinsontiv pufr, PB —

fosfatovy pufr
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4.2.1.4.1.  Stanoveni nystatinu v tableté a masti

Kromé¢ ptimych voltametrickych ptistupti 1ze v literatuie dohledat i biosenzory, jenz
vyuzivaji inhibici kvasinek ¢i plisni imobilizovanych na plynovych sondach pomoci
propustnych membran (potenciometrickych ¢idlech). Typickym piikladem je biosenzor na
stanoveni nystatinu v mastich a tabletach obsahujici Saccharomyces cerevisiae v membrané
(Obr. 24). Po ptidani urCittho mnozstvi nystatinu dojde k naruseni permeability bunécné
membrany pritomné kvasinky a nasledné k jeji bunééné smrti, coz se projevi narustem signalu
kyslikové sondy. Pro tyto senzory je dulezité, aby se métfeni provadéla za podminek, které
vyhovuji pfitomnym kvasinkdm, to znamend, Ze pracovnim médiem byva lehce kysely pufr
(pH 4.5), ktery musi mit konstantni teplotu (termostatovany clanek) a obsahovat Ziviny
(glukozu) [143].
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Obr. 24 Odezva biosenzorl (na bazi kysliku a oxidu uhli¢itého) na koncentraci nystatinu

Podminky: 2 g/1 glukézy, 0,5 ml imobilizovanych bunék, 50 U/ml nystatinu [143].

4.2.1.4.2.  Stanoveni klotrimazolu v krému

Ke stanoveni klotrimazolu v krému byla vyvinuta diferencidlni pulzni polarografie a
katodickd stripping voltametrie. Princip této elektrochemické metody je =zalozen na
elektrochemické redukci klotrimazolu (jedno-elektronové reakce klotrimazolu pro odtrzeni

vazby uhlik-halogen) (Obr. 25). K analyze se pouzil systém tii elektrod, sloZen z pracovni visici
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rtutové elektrody, referentni Ag/AgCl s 3 mol/l KCI solnym mustkem a pomocné elektrody ze
skelného uhliku. Fosfatovy pufr o koncentraci 0,2 mol/l a BRB se ukazaly jako vhodna pracovni

média [129].

R-Cl+ & =—RCl- - R +CI

b

[RCIHg]® — RHg '+ CI~
Obr. 25 Elektrochemicka redukce klotrimazolu [129].

Roztoky standardu klotrimazolu v &istém metanolu (1 x 102 mol/la 1 x 10~* mol/l) se
pipetovaly do 20 ml fosfatového pufru obsazeného ve voltametrické cele. K métfeni byl pouzit
diferencialni pulzni rezim s pulzni amplitudou 50 mV a dobou poklesu 0,8 s. Katodické
voltamogramy ziskané akumulaci pfi —0,2 V po dobu michéani 30 s jsou znazornény na Obr. 26
[129].

Touto metodou bylo mozné analyzovat vzorky Canestenu a Dermobene, kdy se
adekvatni mnozstvi masti rozpustilo v ¢istém metanolu. Navic Ize usoudit, ze tato metoda
nalezne své uplatnéni i v analyze pevnych 1éCiv (tablety, zasypy a pudry). Vyraznému zlepSeni

citlivosti je mozné dosdhnout zafazenim akumula¢niho kroku na kapce rtuti [129].
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Obr. 26 Katodické stripovaci voltamogramy 0,345 pg/ml klotrimazolu ve fosfatovém pufru
(pH 7,0) po dobu akumulace 30 s (kiivka II) a 90 s (ktivka III). Eae=—0,2 V; v =100 mV/s.
Kiivka I=slepy roztok (blank) [129].
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4.2.1.4.3.  Stanoveni flukonazolu v kapsli

Diky ptitomnosti elektroaktivnich skupin (triazoly), je mozno tuto 1é¢ivou latku stanovit
pomoci elektroanalytickych metod. Elektrochemicka redukce FLU byla zkoumana na
platinovych a uhlikovych elektrodach pomoci CV a DPV (Obr. 27). Standardné za pouziti
ttielektrodového systému, ktery se skladal z GCE, sycené kalomelové elektrody (SCE) a
platinového dratku, je mozné dosahnout pozadovanych vysledkt. Kromé toho se ukazalo, ze i
uhlikova pastova elektroda (CPE) miize zcela nahradit komercni elektrody. Navic pouziti
modifikované CPE zlepsilo piesnost analyz, protoze povrch CPE byl po kazdé analyze
obnovovan otfenim o vlhky filtracni papir. Tato elektroanalytickd metoda se ukézala jako
moznd alternativni metoda pro stanoveni tohoto 1é¢iva, protoze byl pozorovan nizky detekéni
limit (odhadem 6,3 pg/ml), dobra linearita (R? = 0,9989) v rozsahu od 48,0 do 250,0 pg/ml a
relativni smérodatnd odchylka (RSD) 3,1 %. Stanoveni FLU se provadélo ve farmaceutickych

kapslich s vytéznosti 98 % (RSD 5,8 %) [144].

0.30 4

0.20 4

I / mA

0.10 ~

T o il e i A ™ D ™ T T e T

0.00 4

0.0 0.5 1.0
E /V vs. SCE

Obr. 27 Cyklické voltamogramy ziskané v roztoku fosfatového pufru (pH 8,0) obsahujicim
5,0 x 10* % flukonazolu na PCE (——), Pt (...... ) a GCE (- — —-). Experimentalni
podminky: — 0,25 V < Eapp1 < 1,25 V pfi v =100 mV/s [144].

4.2.1.4.4.  Stanoveni itrakonazolu v kapslich, séru a mo¢i

Metoda voltametrického stanoveni ITZ ve farmacii a biologickych tekutinach spoc¢iva
v jeho oxidaci na uhlikovych elektrodach, kdy dochazi k odtrzeni elektronu z atomu dusiku
v piperazinovém kruhu snavdzanym fenylem, jak je zifejmé z Obr. 28. Pro zlepSeni
analytickych parametrt se vyuzila CPE povrchové modifikovana tenzidy, jejichZ pfitomnost

zvySovala proudovou odezvu [128].
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Obr. 28 Navrh mechanismu elektrodové reakce itrakonazolu [145].

Povrchy pracovnich elektrod byly obnovovany dle instrukci dodavatele, kdy GCE a
PGE se lestily pomoci suspenze z Al2O3. CPE se obnovovala otfenim a naslednym leSténim o
vlhky filtraéni papir. Modifikace CPE tenzidem (SDS) se provadé€la jejim ponotfenim do
roztoku tenzidu po uréitou dobu. Zasobni roztok ITZ o koncentraci 1,0 mg/ml, se ziskal
rozpusténim ITZ v methanolu a nasledné byl skladovan pfi teploté 4 °C. Jako pracovni medium
byl pouzit 0,04 mol/l BRB o pH 11 [128,145].

Pracovni podminky pro stripping DPV byly nésledujici: amplituda pulzu 0,05 V, doba
pulzu 0,04 s, rychlost rozmitani 0,01 V/s, potencidlovy krok 0,0065 V a jeho cas 0,65 s. Naproti
tomu podminky pro anodickou stripping SWV byly zjistény jako optimalni: amplituda 0,02 V,
frekvence 1 Hz, potencidlovy krok 0,0065 V a rychlost skenovani 0,0065 V/s [128].

Kapsle obsahujici ITZ se rozdrtily v tfeci misce a pfevedly do odmérné baiiky, jenz byla
poté doplnéna po rysku ¢istym metanolem. Po rozpusténi a filtraci byl vznikly filtrat pipetovan
do 10 ml do BRB a analyzovéan. Piiprava obohaceného séra pro analyzu spocivala ve smichani
0,5 ml ethanolu s 0,3 ml 5 % ZnSO4 a pfidanim k 0,3 ml séra. Poté se smés musela centrifugovat
po dobu 15 min pti 13 000 ot/min. Vzorek (1 ml) ¢irého roztoku byl pfidan ke smési 9 ml BRB
pufru. Po dobu 5 minut se nechal roztok odvzdus$nit a nésledné se obohatil o ptitomnost ITZ.
K analyze ITZ v moci se vzorek pfipravil smichanim 0,5 ml moci s 0,5 ml ethanolu a 0,5 ml 5
% ZnSO4. Pomoci 0,1 ml 1 mol/l NaOH se pH upravilo na hodnotu 11. Smés se opét podrobila
centrifugaci po dobu 15 min pfi 13 000 ot/min. Vzorek byl déle upravovan jako v predchozim

pripadé [128].

61



4.2.1.4.5. Stanoveni ketokonazolu v Sampoénu

Pro stanoveni ketokonazolu ve farmaceutickych nebo kosmetickych piipravcich se
pouzivaji metody jako spektrofotometrie, chromatografie a kapilarni elektroforéza. AvsSak
ptitomnost elektroaktivnich skupin umoziuje stanoveni pomoci elektrochemickych metod. Pro
voltametrické stanoveni tohoto antimykotika, jenz spociva v jeho oxidaci, byla vyvinuta GCE
modifikovana B-cyklodextriny (CDMGC), které ptedstavuji cyklické sacharidy vazajici
molekuly ketokonazolu. Pomoci analyzy redlného Samponu (Nizarex) s obsahem 20 mg/g
ketokonazolu byla ovétena pouzitelnost (spravnost). Vzorek Samponu (10 ml) kvantitativné
ptenesen do 100 ml odmérné baiiky a doplnén BRB o pH 9. Z dvodu statisticky nevyznamného
useku pro kalibracni zévislost 1ze pouzit metodu standartniho ptidavku, jenz vyrazné zkracuje
dobu analyzy a sniZzuje ndklady na chemikalie. Na Obr. 29 lze vidét cyklicky voltamogram,
ktery zobrazuje rozdil stanoveni KTC na GCE a CDMGCE [146].
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Obr. 29 Cyklické voltamogramy ziskané pro (—) KCZ na GCE a (———-) KCZ na
modifikované CDMGCE [146].
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Zavér

Vzhledem k castéj$im vyskytim mykotickych onemocnéni, a ¢im dal vétSim
problémtim se vznikem rezistence na tyto vyvinuta antimykotika, se klade velky tlak na vyvoj
novych analytickych metod, pro kontrolu kvality antimykotickych 1éCiv. Vyvinuté
elektrochemické metody mohou konkurovat jiz pouzivanym chromatografickym a
elektroforeticky metodam, a to hlavné z diivodu nizsich nakladu, jednoduchosti instrumentace,
srovnatelné citlivosti, dostacujici selektivité v zavislosti na pouzité pracovni elektrodé¢
(modifikaci a volbé pracovnich podminek), kratké doby analyzy ¢i dokonce pouzivani méné
toxickych reagenci.

Nejrizngjsi uhlikové materidly, véetné borem-dopovaného diamantu, jenz jsou oproti
rtutovym elektrodam vice ekologické, dominuji v dnesni dob¢ v elektroanalyze antimykotik.
Zatazeni akumula¢niho kroku pfi vyvoji stripping metod dovoluje zvysit citlivost aZz na
stopovou uroven, kdy odpovidajici metody mohou byt vyuzity i v monitorovani rezidui

antimykotik v télnich tekutinach., a tudiz nalézt své uplatnéni i v klinické analyze.
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