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Diplomová práce se zabývá stanovením sulfonamidů pomocí izotachoforézy. 

Teoretická část je zaměřena na problematiku antibakteriálních léčiv a jejich vliv na 

lidské tělo. V experimentální části je zpracováno stanovení sulfamethoxazolu pomocí 

izotachoforézy ve vybraných léčivech. 
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Úvod  

 Sulfonamidové preparáty jsou hojně používané nejen v medicíně ale i ve 

veterinární praxi. Jedná se o širokospektrá antibiotika, která působí poměrně na 

širokou škálu patogenů. I v tomto případě se setkáváme s nárustem rezistence vůči 

jednotlivým preparátům. Příčinou je nadměrné užívání antibiotik v populaci a 

schopnost bakterií se rychle přizpůsobovat okolnímu prostředí. Z tohoto důvodu 

může nastat, že momentálně dostupné preparáty nebudou již účinné. Proto se 

hledají nové možnosti ve vývoji těchto léčiv. 

 Sufamethoxazol je nejčastěji používané antibiotikum v kombinaci 

s trimethoprimem. Důvod této kombinace je zvýšení jejich inhibičního účinku na 

bakterie, které nejsou schopny syntetizovat novou DNA, čímž dochází k zamezení 

jejich růstu. Sulfonamidová antibiotika se nejčastěji předepisují na infekce močových 

cest, respirační infekce nebo jako profylaktická léčba u HIV pozitivních pacientů. 

Jako u většiny léčiv je užívání SMX spojeno s vedlejšími příznaky a komplikacemi, 

které mohou pacienta ohrozit na životě.  
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Teoretická část  

1 Sulfonamidová antibiotika  

První zmínka o sulfonamidu s antibakteriálním účinkem byla popsána již v roce 

1929. O zásadní objev se zasloužil německý lékař a mikrobiolog Gerhard Johannes 

Paul Domagk (1895 – 1964). Tento lékař dostal za svůj objev v roce 1939 Nobelovu 

cenu za fyziologii a medicínu. Domagk podal sulfonamidové barvivo Prontosil své 

dceři, která umírala na streptokokovou infekci. Díky tomuto pokusu začal Domagk 

uvažovat o barvivu spíše jako o léčivu, jež má značný antimikrobiální účinek. Tento 

objev odstartoval vývoj dalších antibiotik odvozených od sulfonamidů, které se 

používaly k léčbě různých infekcí. Postupem času došlo k útlumu užívání 

sulfonamidových antibiotik díky objevu penicilínu. Penicilín vykazoval značně vyšší 

efektivitu při léčbě infekcí. U penicilínu byla i výrazně nižší toxicita pro organismus 

nežli při užívání sulfonamidových antibiotik. Sulfonamidy se opět dostaly na scénu 

díky propuknutí epidemie HIV v roce 1980. Sulfonamidová antibiotika se osvědčila 

jako léčivo první volby u osob se zápalem plic způsobený původcem Pneumocystis 

jirovecii. Toto infekční onemocnění propuká především u osob, které trpí 

onemocněním AIDS způsobeným virem HIV. [1] 

1.1 Mechanismus působení  

Sulfonamidy jsou podobné chemickou strukturou kyselině paraaminobenzoové 

(PABA). Tato kyselina je u prokaryotických organismů prekurzorem kyseliny 

dihydrolistové, která je následně pomocí dihydrofolátreduktázy přeměněna na 

kyselinu tetrahydrolistovou. Sulfonamidy inhibují enzym dihydropteroátsyntetázu 

(DHPS). Tento enzym katalyzuje tvorbu dihydrofolátu z kyseliny 

paraaminobenzoové. Díky tomuto mechanismu dochází k inhibici syntézy kyseliny 

dihydrolistové a následně i tetrahydrolistové, čímž se zamezí syntéza purinu a 

thymidinu. Tyto složky hrají významnou roli při syntéze DNA. Díky této kompetitivní 

inhibici dochází k zamezení růstu bakterií, jelikož bakterie nejsou schopné získávat 

kyselinu listovou z prostředí. Shrnutí mechanismu působení kombinace 

sulfamethoxazolu a trimethoprimu je znázorněno na obrázku 1. Sulfamethoxazol se 

řadí do skupiny širokospektrých sulfonamidových antibiotik, které inhibují syntézu 

bakteriální DNA. Sulfonamidy působí především na aerobní grampozitivní a 
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gramnegativní bakterie, které ke svému růstu potřebují přítomnost atmosférického 

kyslíku. [2; 3] 

 

Obrázek 1 Mechanismus působení SMX a TMP [4] 

Sulfonamidová antibiotika působí na široké spektrum patogenů. Můžeme zde 

zařadit bakterie vyskytující se v gastrointestinálního traktu. Zde řadíme bakterie 

čeledi Enterobacteriacea, jako například: Escherichia coli, Shigella a Proteus 

mirabilis. Jedná se gramnegativní fakultativně anaerobní tyčinky, které jsou ve 

většině případů podmíněně patogenní. Dále působí i na patogeny postihující 

respirační trakt, zde je nejhojnějším zástupcem respiračních infekcí Streptococcus 

pneumoniae a Heamophilus influenzae. Streptoccocus pneumoniae je podmíněně 

patogenní grampozitivní bakterie, jež osidluje horní dýchací cesty. Sulfonamidy jsou 

indikovány i pro léčbu kožních infekcí způsobenými původcem Staphylococcus 

aureus, tzv. „zlatý stafylokok“. [5] 

Sulfonamidová antibiotika jako sulfamethizol, sulfasalazin a sulfamethoxazol jsou 

považována na krátkodobě působící antibiotika. Důvodem je časové rozpětí, během 

kterého se léčivo vyskytuje v plazmě. U krátkodobě působících sulfonamidů se toto 

časové rozmezí pohybuje v rozptylu 4 – 8 hodin. Rozmezí střednědobých 

sulfonamidových antibiotik je přibližně 7 – 17 hodin, zde můžeme zařadit sulfadiazin 

a sulfapyridin. [5] 

1.2 Antibiotická rezistence  

 Rezistence na danou skupinu antibiotik je nedílnou součástí moderní terapie 

nemocí. Příčinou zvýšeného výskytu antibiotické rezistence je celosvětově nadměrné 
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užívání antibiotik. Antibiotika jsou často předepisována i přestože to aktuální 

zdravotní stav pacienta nevyžaduje a zároveň jsou indikována bez laboratorního 

průkazu patogenu. Díky tomu fenoménu stále roste antibiotická rezistence patogenů 

na různé antibakteriální preparáty. [6] 

Primární rezistence vůči některé skupině antibiotik je dána vlastnostmi 

bakterie. Bakterie neobsahují cílovou jednotku, na kterou je antibiotikum namířeno. 

Přirozená rezistence se vyskytuje především u bakterií, které přežívají převážně ve 

vodě a půdě. Z nejznámějších bakterií s vysokou mírou resistence je bakterie 

Pseudomonas aeruginosa, která je rezistentní vůči většině dosavadních antibiotik. [7; 

5] 

 Získaná neboli sekundární rezistence se vyskytuje ve větší míře nežli 

přirozená rezistence. Příčinou rozvoje této rezistence je vznik mutací, které následně 

nesou antibiotickou rezistenci. Další možností je horizontální přenos genetické 

informace, jímž dochází k získání genů pro rezistenci z jiné bakterie. Rezistenci na 

sulfamethoxazol způsobuje mutace v genu folP. Gen folP kóduje enzym 

dihydropteroátsyntázu (DHPS), který hraje roli v metabolismu kyseliny listové. [8] 

1.3 Zástupci sulfonamidových antibiotik  

1.3.1 Sulfamethoxazol 

Chemické a fyzikální vlastnosti 

Syntetická chemická sloučenina 4-amino-N-(5-methyl,2-oxazol-3-yl) 

benzensulfonamid, neboli sulfamethoxazol (SMX) se řadí mezi látky s antibakteriální 

aktivitou. Sulfamethoxazol můžeme najít i pod jinými názvy jako je například: 

Gantanol, Sulfisomezole, Radonil a mnoho dalších. Vzorec sulfamethoxazolu je 

znázorněn na obrázku 2, z kterého vyplývá, že molekulový vzorec SMX je 

C10H11N3O3S a molekulová hmotnost této sloučeniny činí 253,28 g/mol.  
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Obrázek 2 Vzorec sulfamethoxazolu [9] 

Nejčastěji se vyskytuje ve formě bílého prášku, popřípadě jako krystalická 

látka téměř bez zápachu s hořkou chutí. Sulfamethoxazol je stabilní na vzduchu, při 

zahřátí se rozkládá na toxické výpary nitroxidů a sulfoxidů. Teplota tání této 

sloučeniny se pohybuje kolem 167 °C, některé zdroje uvádí vyšší teplotu, která činí 

171 °C. Sulfamethoxazol je nerozpustný ve vodě, ale je rozpustný v DMSO a v 

binárních rozpouštědlech jako je například methylalkohol – voda, hexan – 

ethylacetát. Zároveň SMX není rozpustný v ethyletheru. Disociační konstanty SMX 

jsou pKa 1,6 a pKa 5,7. [10] 

Farmakologie  

Sulfamethoxazol je bakteriostatické antibiotikum, které řadíme do skupiny 

sulfonamidových antibiotik. Nejčastěji se používá v kombinaci s trimethoprimem 

(TMP) v poměru 5 : 1, čímž zvyšuje svůj toxický účinek cílený na mikroorganismy. 

Tato kombinace sulfamethoxazolu a trimethoprimu je typická pro léčiva Biseptol, 

Cotrimoxazol, Sumetrolim, Bactrim. Nejčastěji se vyskytuje ve formě tablet, zároveň 

se můžeme setkat i se sirupem, který je určen především pro děti. Tyto léčebné 

přípravky jsou v České republice dostupné pouze na lékařský předpis a jsou hrazeny 

z veřejného zdravotního pojištění. [10; 11] 

Léčivá látka je určena především k perorálnímu podání a rychle se vstřebává. 

Účinek léčiva po podání je Tmax 1 – 4 hodiny, během této doby dojde k navýšení 

maximální koncentrace cmax léčiva v oběhu. Po podání je maximální koncentrace 

léčiva v krevní plazmě 57,4 – 68,0 μg/ml.  

O cestě léčiva do systémové cirkulace a místa svého určení rozhoduje tzv. 

biologická dostupnost léčiva, což je procentuální vyjádření léčivé látky, která je 

využita organismem. V tomto případě se biologická dostupnost nachází v rozmezí 85 

– 90 %. Po vstřebání do krevního řečiště se SMX váže na plazmatické bílkoviny, 
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především na hojně zastoupený albumin. Metabolizovaný SMX se váže ve větší míře 

na plazmatické proteiny než samotný SMX.  

SMX se metabolizuje ze 70 % především v játrech na N4-acetylovaný 

metabolit SMX (sulfamethoxazol-hydroxylamin), 30 % tvoří volný sulfamethoxazol. 

Přeměna SMX je zprostředkovaná pomocí enzymu arylamin N-acetyltransferázy, 

která acetyluje SMX v pozici N4. Sulfamethoxazol může být zároveň oxidován na 

atomech uhlíku a dusíku, čímž vznikne nitroso-sulfamethoxazol. [12] 

Sulfamethoxazol je distribuován do většiny tkání a zároveň je schopný 

procházet placentou. Z tohoto důvodu není doporučeno toto léčivo užívat během 

těhotenství. Eliminace léčiva probíhá v ledvinách glomerulární filtrací a tubulární 

sekrecí, kde probíhá reabsorpce léčiva. Pokud jsou ledviny poškozeny a neplní zcela 

svou funkci, dochází k zpomalení eliminace SMX z organismu. Metabolity 

degradovaného léčiva jsou následně vyloučeny především močí. Díky tomu je poté 

koncentrace léčiva v moči několikrát vyšší nežli v krevním séru. V moči se nachází 

volný SMX (20 %), zbytek je v N4-acetylované formě (50 – 70 %). [11; 13] 

1.3.2 Sulfathiazol 

Sulfathiazol neboli 4-amino-N-(I,3-thiazol-2-yl)benzensulfonamid (obrázek 3) 

je žlutohnědý krystalický prášek nerozpustný ve vodě. Molekulový vzorec této 

sloučeniny je C9H9N3O2S2 a molekulová hmotnost činí 255,3 g/mol. Sulfathiazol se při 

zahřátí rozkládá na toxické výpary oxidu dusíku a síry. [14] 

 

Obrázek 3 Strukturní vzorek sulfathiazolu [15] 

Sulfathiazol je jedno z prvních sulfonamidových antibiotik indikovaných pro 

léčbu kožních a vaginálních infekcí. Ve většině případů se používá v kombinaci 

s jinými sulfonamidy, důvodem je zvýšení toxicity vůči bakteriím. Sulfathiazol se 

hojně používá ve veterinární praxi. [16] 
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1.3.3 Sulfamethizol 

 Sulfonamidové léčivo sulfamethiozol (SMZ), vyobrazen na obrázku 4 je 

chemická sloučenina s molekulovým vzorcem C9H10N4O2S2. Sulfamethiozol je bílý 

krystalický prášek o molekulové hmotnosti 270,3 g/mol nerozpustný v roztoku s pH 

6,5. Má dvě disociační konstanty –  pKa 2,1 a pKa 5,3. Při zahřátí se SMZ rozkládá 

na toxické výpary nitroxidů a sulfoxidů. [17] 

 

Obrázek 4 Strukturní vzorec sulfamethizolu [18] 

 Sulfamethizol se řadí do skupiny sulfonamidových antibiotik, podobně jako 

SMX jeho účinek spočívá v kompetitivní inhibici kyseliny p-aminobenzoové v cyklu 

kyseliny listové u bakterií. [17] 

 Tento léčivý preparát se vstřebává v gastrointestinálním traktu. Následně se 

dostává do krevního řečiště a do většiny tělesných tkání. V krevní plazmě je 

maximální koncentrace léčiva dosažena během 2 – 4 hodin. Podobně jako SMX se 

sulfamethizol váže z 90 % na plazmatické proteiny, především albumin. Eliminace 

léčiva probíhá v ledvinách prostřednictvím glomerulární filtrace. Pouze malé 

množství léčiva se z organismu vyloučí stolicí. [17] 

Stejně jako SMX se sulfamethizol vstřebává v gastrointestinálním traktu a 

následně se dostává do krevního oběhu. V krevním oběhu je přítomná N4-

acetylovaná forma SMZ, podíl acetylované formy činí 2 – 11 % celkové koncentrace 

sulfamethizolu v krvi. V tomto případě je tedy téměř celá přítomná dávka ve formě 

aktivní. Distribuce léčiva probíhá do všech tělesných tkání kromě mozkomíšního 

moku. Metabolizace je soustředěná především v játrech, ale k metabolizaci může 
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docházet i v jiných tkáních. Podobně jako SMX je z těla vylučován především močí. 

[17; 19] 

 SMZ se podává ve formě tablet, ale můžeme se setkat i s injekčním roztokem, 

který je určen pro infuzní podání léčiva. Dávka léčiva v tabletách je 250 mg nebo 500 

mg, pro injekční podání je dávka léčiva stejná. [17] 

1.3.4 Sulfadiazin  

 Sulfadiazin neboli 4-amino-N-pyrimidin-2-ylbenzensulfonamid je bílý 

krystalický prášek o molekulové hmotnosti 250,28 g/mol. Stejně jako předešlá léčiva 

se řadí mezi léčiva s baktericidním účinkem. [20] 

 

Obrázek 5 Strukturní vzorec sulfadiazinu [21] 

 Sulfadiazin (obrázek 5) se vstřebává v gastrointestinálním traktu do krevního 

řečiště. V krvi se vyskytuje v aktivní formě a v neaktivní formě. Neaktivní forma je N4-

acetylována podobně jako SMX a SMZ. Metabolizace jako u předešlých léčiv probíhá 

především v játrech, ale může probíhat i v jiných tělesných tkáních. Eliminace 

sulfadiazinu probíhá především v ledvinách, než je následně vyloučen z těla močí. 

[20] 

1.4 Sulfonamidové kovové komplexy 

Syntéza nových sulfonamidových léčiv je důležitá vzhledem k narůstající 

rezistenci vůči antibiotikům. Z tohoto důvodu se hledají nové možnosti syntézy léčiv, 

která si zachovají svou podstatu a zároveň se zvýší jejich antibakteriální účinek na co 

největší množství bakterií. Jednou z možností je tvorba kovových komplexů se 

sulfamethoxazolem. [16] 

Molekula sulfamethoxazolu obsahuje donorové atomy jako například dusík, síru 

a kyslík. Donorové atomy přítomné v molekule SMX mohou chelatovat s různými 

kovovými ionty. [16] Díky této schopnosti SMX vznikají nové deriváty, které mají 
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mnohdy lepší farmakologickou aktivitu nežli samotné léčivo bez přítomnosti kovových 

iontů. Postupným uvolňováním kovových iontů dochází ke zvýšení jejich 

antibakteriálního účinku. [22; 23] 

Nejznámějším kovovým komplexem je spojení sulfadiazinu a stříbra. Tato 

kombinace se užívá především pro léčbu popálenin. [16] 

 Další možností výzkumu nových sulfonamidových léčiv je tvorba Schiffových 

bazí se sulfonamidovými deriváty. I u těchto preparátů je zachovaná antibakteriální 

vlastnost léčiva, zároveň mohou fungovat jako inhibitory bakteriálních enzymů. [16] 
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2 Diaminopyrimidiny   

Diaminopyrimidiny byly dříve označovány jako sulfonamidové potenciátory.  

Jedná se o syntetické inhibitory bakteriálního enzymu dihydrofolát reduktázy (DHFR). 

Tento enzym je nezbytný pro syntézu DNA a RNA ve všech buňkách. 

Diaminopyrimininy působí především na bakteriální formu tohoto enzymu. Vykazují 

až 50 000x větší specifitu k bakteriální formě DHFR než k lidské formě tohoto 

enzymu. Hlavním mechanismem účinku diaminopyrimidinu TMP je inhibice 

bakteriálního enzymu dihydrofolát reduktázy (DHFR). Tento enzym katalyzuje 

redukci dihydrofolátu na tetrahydrofolát v prokaryotických buňkách. Tetrahydrofolát je 

důležitý pro biosyntézu purinů a thymidinu, zároveň zasahuje do metabolismu 

aminokyselin. Pokud dojde k inhibici tohoto enzymu je narušena syntéza DNA a 

buňka vstupuje do apoptózy. Díky inhibici DHFR nesou léčiva jak antibakteriální 

účinek, tak jsou zároveň využívána k léčbě rakoviny a revmatoidní artritidy. [24] 

Diaminopyrimidiny jsou nejčastěji používány v kombinaci se sulfonamidy, což 

zvyšuje jejich antibakteriální účinek. Kombinace trimethoprimu a sulfamethoxazolu se 

vyznačuje synergickým působením vůči širokému spektru patogenů. Tato kombinace 

zároveň vykazuje antimykotickou aktivitu vůči Aspergillus fumigatus a Cryptococcus 

neoformans. Nevýhoda užívání TMP-SMX je u imunosuprimovaných pacientů, kdy 

dochází k hypersenzitivním reakcím, které ohrožují pacienta na životě. 

Diaminopyrimidiny se také vyznačují svou podpůrnou aktivitou pro další 

antimikrobiální preparáty. Nejvíce používanými diaminopyrimidiny jsou: trimethoprim 

(TMP), diaveridin (DVD), ormetoprim (OMP) a aditoprim (ADP). [25; 24]  

2.1 Rezistence vůči trimethoprimu 

 Rezistence vůči trimethoprimu je ve většině případů získaná. Výjimkou nejsou 

ani primární rezistence. Rezistence na TMP je způsobená především modifikací 

enzymu dihydrofolát reduktázy. Za modifikaci může přítomnost mutace nebo 

začlenění cizího plasmidu do genomu. Enzym DHFR je kódován genem dfr, který je 

lokalizován na bakteriálních plazmidech. U bakterií dochází k přenosu mutovaného 

genu dfr pomocí horizontálního přenosu. Díky tomu jsou bakterie schopny si 

předávat genetickou informaci mezi sebou a zvýšit tak rezistenci vůči danému 

antibiotiku.  Mutace tohoto genu vede k syntéze odlišných aminokyselin, čímž je 

docílena modifikace enzymu, který sice změní svou strukturu, ale funkce je 
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zachována. U některých bakterií je známá nadměrná produkce DHFR, jež způsobí 

nižší citlivost bakterie na toto léčivo. Další možností rezistence na TMP je ztráta 

schopnosti bakterie vázat léčivo. Rezistence na TMP je často spojena s dalšími 

determinantami pro rezistenci na další druhy antibiotik. Jako u většiny antibiotik roste 

míra rezistence s nadměrným užíváním buď samostatného trimethoprimu nebo 

v kombinaci se sulfamethoxazolem. Zvyšující se míra rezistence vede k hledání 

novým možných analogů a modifikací stávajících antibiotik. [24; 26] 

2.2 Trimethoprim  

Antibiotikum trimethoprim se používá již od roku 1962 ve většině případů 

v kombinaci se sulfamethoxazolem. Trimethoprim se používá především k léčbě 

respiračních, střevních a kožních infekcí způsobenými gramnegativními a 

grampozitivními aerobními bakteriemi. Samostatný trimethoprim má nižší inhibiční 

aktivitu namířenou proti enzymu DHFR. TMP se používá jako účinná profylaktická 

léčba oportunních infekcí u osob infikovaných virem HIV nebo trpících onemocněním 

AIDS. [24] 

2.2.1 Chemické a fyzikální vlastnosti 

Trimethoprim (TMP) je syntetická sloučenina s komplexním chemickým názvem 

5-[(3,4,5-trimethoxyfenyl)methyl]pyrimidin-2,4-diamin (obrázek č, 6). TMP se často 

řadí mezi sulfonamidová antibiotika díky svému synergismu se sulfamethoxazolem. 

Trimethoprim můžeme najít pod synonymy jako je například: Proloprim nebo 

Trimpex. Molekulární vzorec této sloučeniny je C14H18N4O3. Molekulová hmotnost 

TMP je 290,32 g/mol. [27] 

 

Obrázek 6 Trimethoprim [28] 
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Trimethoprim se vykytuje ve formě bílého krystalického prášku s hořkou chutí 

bez zápachu. TMP je stabilní na vzduchu a při zahřátí dochází k uvolnění toxických 

výparů. Bod tání TMP se nachází v teplotním rozmezí 199 – 203 °C. Jedná se o 

slabou bázi, jejíž disociační konstanta je pKa 7,12. Trimethoprim je špatně rozpustný 

ve vodě, proto léčiva s trimethoprimem musí obsahovat pomocné látky, které 

napomáhají ke zlepšení rozpustnosti. Rozpustnost TMP ve vodě je 400 mg/l při 

25 °C. Rozpustnost ve vodných roztocích trimethoprimu je závislá na pH roztoku, 

rozpustnost se snižuje v alkalických roztocích. [29; 27] 

2.2.2 Farmakologie trimethoprimu 

 Trimethoprim se nejčastěji, jak již bylo zmiňováno, používá v kombinaci se 

sulfamethoxazolem. TMP je určen především k perorálnímu podání, nejčastěji ve 

formě tablet. Dostupnost léčiva po perorálním podání činí 85 – 90 %. TMP se 

vstřebává v gastrointestinálním traktu, v největší míře v tenkém střevě, kde je 

následně transportován do krevního oběhu. TMP podobně jako SMX se váže ze 40 – 

70 % na krevní bílkoviny, převážně na albumin. Maximální koncentrace v krevním 

oběhu je dosažena během 1 – 4 hodin po užití léčiva. Ustálená koncentrace léčiva 

v séru nastává po 3 dnech opakovaného užívání léčiva. [29] 

V organismu je distribuován především do sputa a bronchiálního sekretu. U 

žen se zároveň distribuuje do vaginálního sekretu. U těhotných žen se TMP nachází 

v malé míře i v mateřském mléce, zároveň prostupuje přes hemoplacentární bariéru 

do plodové vody. [27] 

TMP je metabolizován primárně v játrech, kde je metabolizováno 10 – 20 % 

léčiva. V biotransformaci TMP hrají hlavní roli enzymy CYP2C9 a CYP3A4, které se 

vyskytují především v játrech, duodenu a tenkém střevě. TMP podléhá oxidativnímu 

metabolismu a O-demethylací. Během oxidace vzniká chinonimin a po O-

demethylaci vzniká chinonkethid. Během metabolizace trimethoprimu vznikají 

vedlejší produkty jako N-oxidové a benzylové TMP metabolity. [30] 

 Eliminace léčiva probíhá primárně v ledvinách glomerulární filtrací, kde 

dochází k reabsorbci léčivé látky. Léčivo se v organismu vyskytuje ve 40 – 60 % 

v nezměněné podobě. Zbytek léčiva, které není reabsorbováno, je následně z těla 

vyloučen močí do 24 hodin od podání. Trimethoprim je také z těla vylučován 
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v patrném množství i stolicí na rozdíl od sulfamethoxazolu, který se vylučuje pouze 

močí. [29] 

Poločas rozpadu TMP v organismu se nachází v rozmezí 8 – 10 hodin, u 

pacientů s renální dysfunkcí je tento čas prodloužen. U pacientů s poškozením ledvin 

je určeno speciální dávkování, které velmi nezatíží ledviny. U těchto pacientů je 

možné snížit koncentraci léčiva v krevním oběhu pomocí dialýzy. [27] 
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3 Indikace sulfamethoxazolu 

Většina antibiotik je předepisována především v ambulantní péči. Nejčastější 

indikací antibiotické terapie jsou infekce dýchacích a močových cest. Většina 

antibiotických preparátů je předepisována bez laboratorní diagnostiky. Z tohoto 

důvodu se nejčastěji předepisují širokospektrá antibiotika, jež působí na více 

bakteriálních kmenů, což zvyšuje riziko vzniku bakteriální rezistence. Pro efektivnější 

a především cílenou léčbu je nutné provést laboratorní vyšetření, jež identifikují 

konkrétní patogenní kmen a zároveň zjistit jeho citlivost na daná antibiotika. Toto 

tvrzení neplatí u osob, které jsou přímo ohroženy na životě, zde jsou první volbou 

vždy širokospektrá antibiotika. [31] 

Kombinace sulfamethoxazolu a trimethoprimu se nejčastěji předepisuje na léčbu 

bakteriálních respiračních onemocnění a na infekce močových cest. Důvodem je 

jejich synergický účinek, jež potencuje jejich inhibiční aktivitu na DHFR. Další indikací 

je pneumonie způsobená Pneumocystis jirovecii, vyskytující se u osob s defektní 

buněčnou imunitou. Nejčastěji se jedná o pacienty s rozvinutým onemocnění AIDS. 

[31] 

Standardní dávkování TMP-SMX pro perorální užití je 80 mg trimepthoprimu a 

400 mg sulfamethoxazolu. Můžeme se setkat i s vyšším dávkováním. Jedna tableta 

potom obsahuje 160 mg trimethoprimu a 800 mg sulfamethoxazolu. Poměr 1 : 5 je u 

všech léčiv zachován. Tableta TMP-SMX je podávána bez ohledu na jídlo nebo jiné 

léky. Nejčastěji se TMP-SMX užívá dvakrát denně s odstupem 12 hodin po dobu 10 

– 14 dnů. [32] 

3.1 Infekce močových cest 

 O infekci močových cest (IMC) hovoříme, pokud jsou bakterie přítomny v moči 

nebo ve tkáních močového traktu s typickým klinickým obrazem. IMC postihují častěji 

ženy, z důvodu anatomie močové trubice, která je oproti mužské močové trubici 

kratší. Incidence u mužů roste s věkem a s přidruženými nemocemi močového 

traktu. Výskyt infekce močových cest je zvýšený u gravidních žen a jedinců 

s diagnózou diabetes mellitus. [33] 

 K léčbě IMC cest se používají především antibiotika, jako je například 

nitrofurantoin nebo trimethoprim v kombianci se sulfamethoxazolem. Další možností 



31 
 

léčby jsou imunomodulancia, které obsahují bakteriální lyzát. Moderní trend léčby 

IMC je pomocí kyseliny hyaluronové nebo komplexem xyloglukanu. Neléčené infekce 

močových cest se mají tendenci vracet.  Pokud IMC nejsou léčeny, může to vyústit 

v trvalé poškození ledvin. 

 Typickým klinickým obrazem infekce močových cest je bolestivé močení 

doprovázené pálením a řezáním, častější močení, nechutenství, bolest v podbřišku 

nebo zad. Klíčovým vyšetřením je chemické vyšetření moči a močového sedimentu. 

V moči nás zajímá především přítomnost bakterií, leukocytů a bílkovin v moči. Pro 

vyšetření moči se odebírá první ranní moč nejlépe do sterilní zkumavky. Moč musí 

být skladovaná na chladném místě, čímž zamezíme růst bakterií. Vzorek by se měl 

do 1 hodiny od odběru transportovat do laboratoře. Pokud by byla časová prodleva 

větší, došlo by ke zkreslení výsledku z důvodu rozpadu buněčných elementů. [34] 

3.2 Pneumocystová pneumonie 

Pneumocystová pneumonie je závažná respirační infekce způsobena 

jednobuněčnou houbou Pneumocystis jirovecii. Nejčastější cestou nákazy je 

vdechnutí mikroorganismu ze zevního prostředí. Toto onemocnění se rozvíjí u 

imunosuprimovaných pacientů. S pneumocystovou pneumonií se můžeme setkat u 

pacientů trpících vrozeným imunodeficitem, u osob infikovaných virem HIV nebo 

rozvinutým onemocněním AIDS. Dále se můžeme s touto infekcí setkat také u 

pacientů cíleně imunosuprimovaných, po transplantacích nebo s hematologickými 

malignitami. [35] 

HIV pozitivní pacienti jsou náchylní k oportunním infekcím, z tohoto důvodu se 

kromě antiretrovirové terapie podávají pacientům i antibiotické preparáty. U pacientů 

trpících lidskou imunodeficiencí je důležitá prevence a včasná léčba infekcí, jelikož i 

banální infekce může mít fatální konec. Z tohoto důvodu tito pacienti užívají 

Cotrimoxazol, který je především účinnou volbou terapie určenou pro tyto jedince.  

Kombinace sulfamethoxazolu a trimethoprimu u HIV pozitivních pacientů snížila 

úmrtnost o 31 %. [12] 

Příznaky pneumocystové pneumonie jsou horečka, kašel, dušnost a 

neproduktivní kašel. P. jirovecii může také poškozovat plíce se vznikem plicních 

infiltrátů. Základem diagnostiky je identifikace a stanovení přítomnosti 

mikroorganismu v sekretu nebo přímo v plicní tkáni. Další možností stanovení je 
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metoda PCR, která umožňuje detekci antigenů jak v krvi, tak i v bronchoalveolární 

tekutině pacienta. PCR se vyznačuje vysokou specifitou a citlivostí, ale je časově 

náročná, což neumožní rychlou diagnostiku. K diagnostice je možné použít nepřímou 

fluorescenci cyst P. jirovecii pomocí monoklonálních protilátek. [12; 36] 

 Standardní terapií PCP je užívání kombinace TMP-SMX i přes možnost 

výskytu nežádoucích účinků. Doporučené dávkování SMX je 75 – 100 mg/kg a 15 – 

20 mg/kg TMP. TMP-SMX se podává denně po dobu 14 – 21 dní. Pokud pacient 

vykazuje nežádoucí reakci na TMP-SMX podává se intramuskulárně pentamidin. 

Jako profylaxe se opět nejčastěji používá kombinace TMP-SMX s dapsonem. 

Alternativou profylaktické léčby u pacientů s vedlejšímu účinky na TMP-SMX je 

inhalace pentamidinu. [12; 36] 
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4 Nežádoucí účinky a komplikace spojené s užíváním 

sulfamethoxazolu a trimethoprimu  

4.1 Vedlejší účinky  

Většina léčivých přípravků se svými pozitivními vlastnostmi na organismus nese i 

značné množství vedlejších účinků s možným rozvojem komplikací. Proto je nutné 

dávat dostatečný zřetel na možný výskyt komplikací. Důležité je dodržování 

dávkování a pokynů pro bezpečné užívání. Nežádoucí reakce jsou zodpovědné na 

hospitalizaci uživatelů léčiv. U některých jedinců se mohou vyskytovat vedlejší účinky 

spojené s užíváním SMX a TMP. [37; 38] 

Vedlejší účinky, spojené s užíváním SMX a TMP, závisí především na množství 

podaného léčiva. Gastrointestinální vedlejší účinky se vyskytují v průměru u 5 % 

pacientů. Do gastrointestinálních nežádoucích účinků řadíme nevolnost, pocit na 

zvracení nebo samotné zvracení. Celosvětově je nahlášeno pouze několik osob, u 

kterých bylo užívání TMP-SMX spojeno s akutním selháním jater. U senzitivních 

jedinců se mohou vyskytovat kožní projevy alergie, jako je svědění a zarudnutí kůže. 

U dermatologické reakce se můžeme setkat i se Steven-Johnsonovým syndromem. 

Během užívání se můžeme setkat i s bolestí hlavy, únavou a třesem. U některých 

jedinců je spojeno užívání SMX-TMP se změnou krevního obrazu, zde můžeme 

zařadit anémii, neutropenii a trombocytopenii. U jedinců s nízkou hladinou folátu 

může dojít k rozvoji megaloblastové anémie. Tito jedinci by měli být během léčby 

sledováni pro možný rozvoj této formy anémie.  [38; 29] 

4.2 Komplikace spojené s užíváním sulfamethoxazolu a 

trimethoprimu 

Užívání léčiv je velmi přínosné pro podporu zdraví a léčbu, ale zároveň je užívání 

úzce spjato s možnými komplikacemi vznikajících s jejich užíváním. Jednou 

ze vzácných komplikací spjatých s užíváním sulfonamidových antibiotik je tvorba 

močových kamenů. Jak již bylo zmíněno, užívání TMP-SMX může být spojeno se 

změnami parametrů krevního obrazu. Zde dochází ke změnám hodnot v červené 

řadě, ale i v bílé řadě a trombocytech. U komplikací můžeme narazit na léčivem 

indukovanou trombocytopenii, jež je život ohrožující stav. [39; 40] 



34 
 

4.2.1 Urolitiáza  

Tvorba konkrementů indukovaná léčivy představuje 1 – 2 % z celkových případů 

nefrolitiáz a urolitiáz. Příčinou vzniku konkrementů jsou dvě skupiny léčiv. Jednou 

z možností jsou léčiva se špatnou rozpustností, která jsou zároveň vylučována 

především močí. Do druhé skupiny zařazujeme léčiva, jejichž metabolity vyvolávají 

tvorbu ledvinových kamenů. U obou případů hraje roli vysoké dávkování a 

dlouhodobé užívání léčiva. [39] 

Sulfamethoxazol je eliminován z organismu ledvinami, zde je následně 

koncentrace léčiva v moči vyšší nežli v krevním oběhu. V močovém měchýři 

následně moč stagnuje, zde může docházet ke tvorbě krystalů. Tento fakt závisí na 

teplotě a pH moči. Postupem času došlo k vývoji lépe rozpustných sulfonamidových 

léčiv, čímž se snížila jejich schopnost krystalizace v močovém měchýři. Díky tomuto 

je výskyt urolitiáz indukovaných sulfamethoxazolem mnohem nižší. [40] 

4.2.2 Léčivem indukovaná trombocytopenie  

Lékem indukovaná trombocytopenie je život ohrožující stav. Bylo popsáno více 

než 100 různých léčiv, které jsou schopny vyvolat imunitně podmíněnou 

trombocytopenii. Jedná se o imunopatologickou reakci, kdy organismus reaguje na 

přítomnost léčiva. U léčiva jako je kotrimoxazol se předpokládá interference 

s folátem. Tato interference vystupuje jako hapten, vůči kterému jsou tvořeny 

specifické protilátky. Tyto protilátky následně vyvolají imunitní reakci, která je 

zprostředkovaná především protilátkou třídy IgG. [41] Pokud je přítomen hapten 

folátu a kotrimoxazolu, dochází k aktivaci imunitního systému a destrukci trombocytu. 

[42] 

Někteří jedinci mohou vykazovat přítomnost autoprotilátek proti trombocytům. 

K aktivaci těchto specifických autoprotilátek přispívá sulfamethoxazol, který je 

obsažen v kotrimoxazolu. Senzibilizace kotrimoxazolem se u většiny pacientů 

vyskytuje 5 až 7 den užívání léčiva. U těchto pacientů je nutné okamžité vysazení 

léčiva, zároveň jsou jedinci podávány kortikoidy. Ve výjimečných případech je nutno 

zahájit imunoterapii. [43] 
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4.2.3 Alergická reakce na sulfonamidy  

Alergické reakce se řadí mezi imunopatologické reakce imunitního systému. 

Hypersenzitivita může být způsobena protilátkami třídy IgE nebo T-lymfocyty. 

Protilátky třídy IgE jsou namířené vůči specifické determinantě sulfamethoxazolu. 

Další možností hypersenzitivity na sulfamethoxazol způsobují metabolity SMX 

vzniklé v játrech, jež jsou rozpoznány T-lymfocyty. Jedná se o sulfamethoxazol-

hydroxylamin a nitroso-sulfomethoxazol. Léčivo se váže na protein, popřípadě na 

peptid, který je následně rozpoznám specifickými receptory na T-lymfocytech. 

Závažnost alergické reakce na SMX-TMP se liší dle jedince, náchylnější jedinci jsou 

především pacienti s poruchou imunity (pacienti HIV pozitivní, vrozené 

imunodeficience). Alergická reakce se může zároveň lišit i svými projevy. U 

některých jedinců je přítomna slabá reakce, zde je hlavním projevem alergické 

reakce urticaria neboli kopřivka. U senzitivnějších jedinců může po podání SMX-TMP 

dojít k rozvoji anafylaktického šoku. Tento stav může jedince ohrozit na životě. [44] 

4.2.4 Hypersenzitivní reakce u HIV pacientů  

Rizikem užívání sulfonamidových antibiotik u HIV pozitivních pacientů je vznik 

hypersenzitivity, která se liší dle závažnosti onemocnění. Vyšší riziko vzniku 

hypersenzitivní reakce souvisí se sníženým počtem CD4+ T lymfocytů. Aby došlo ke 

vzniku hypersenzitivity je nutné aby došlo k bioaktivaci SMX, čímž vznikne 

sulfamethoxazol-hydroxylamin (SMX-HA). SMX-HA se následně může oxidovat na 

nitroso-sulfamethoxazol (SMX-NO). Oxidovaná forma SMX-NO vytváří hapteny, které 

jsou rozpoznány T lymfocyty. Následně dochází ke vzniku protilátek namířených 

právě proti vzniklému haptenu SMX-NO, což se projevuje jako hypersenzitivní reakce 

s typickými klinickými příznaky. [45] 

Detoxikací SMX-NO se snižuje hypersenzitivní reakce a samotné klinické 

projevy. Jednou z možností detoxikace SMX-NO je redukce SMX-NO zpět na SMX-

HA pomocí askorbátu nebo glutathionu. [45] Nevýhodou této detoxikační cesty u HIV 

infikovaných pacientů je, že často dochází k vyčerpání zásob glutathionu 

v organismu.  Pokud proběhne detoxikační cesta, je SMX-NO přeměněn na SMX-

HA, který je pomocí cytochromu b a cytochrom b reduktázy přeměněn zpět na 

sulfamethoxazol. [46] 
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K rozvoji hypersenzitivity na SMX může přispět u HIV infikovaných pacientů 

zánět. Příčinou je zvýšená produkce INFγ, který zesiluje prezentaci proteinových 

antigenů, které jsou indukované sulfamethoxazolem. Zároveň INFγ zvyšuje 

cytotoxicitu SMX-responzivních T lymfocytů vůči lidským keratinocytům. Typickým 

projevem jsou kožní léze, které vznikají apoptózou postižených buněk. [46] 

4.2.5 Akutní selhání jater  

 Sulfamethoxazolová složka je především zodpovědná za možný vznik 

komplikací a vedlejších účinků. Celosvětově byly popsány tři formy poškození jater 

s různou závažností. Můžeme se setkat s poškozením hepatocelulárním, 

cholestatickým a samotným poraněním žlučovodů. Nástup symptomů se pohybuje 

v různém rozmezí. Někteří jedinci udávají nástup vedlejších příznaků několik dní po 

expozici. V jiných případech se může jednat o měsíce po expozici. [47] 

 Obvyklým projevem je ikterus sklér a kůže, nevolnost a zvracení. Závažnost 

poškození jaterního parenchymu se pohybuje v širokém rozmezí. Můžeme se setkat 

s mírnými projevy, které jsou spojeny se zvýšenou hladinou jaterních enzymů, nebo 

to může vyústit až v jaterní selhání. U těchto pacientů jsou sledovány laboratorní 

hodnoty jaterních enzymů (ALT, AST), bilirubin a krevní srážlivost (APTT, QUICK). 

Zároveň by mělo být provedeno ultrazvukové vyšetření jater a žlučových cest. [48] 

 U těchto jedinců je nutné okamžitě vysadit SMX-TMP. Pokud by pacient dále 

užíval léčivo, mohlo by dojít k ohrožení jeho života. Pokud dojde k rozsáhlému 

poškození jater, tito jedinci jsou zařazeni do registru čekajících na transplantaci jater. 

Pokud došlo k včasnému přerušení užívání léčiva obsahujícího sulfamethoxazol, pak 

je možné, že se funkce jater vrátí do normálu. [47; 48] 

4.2.6 Steven-Johnsonův syndrom  

Steven-Johnsonův syndrom (SJS) je makulopapulózní exantém postihující 

kůži i sliznice.  Jedná se o vzácnou kožní reakci, která vzniká na imunopatologickém 

podkladě. Incidence tohoto syndromu je 0,5 – 2 případy na milion obyvatel a je spjato 

s vysokou mortalitou, jež činí 50 až 90 %. Během rozvoje SJS dochází ke tvorbě 

puchýřů a k rozsáhlým defektům. V literatuře se můžeme setkat s pojmem toxická 

epidermální nekrolýza. Zde hraje roli rozsah postižení tělesného povrchu. Pokud je 

postiženo méně než 10 %, jedná se o SJS. Při postižení více než 30 % tělesného 

povrchu hovoříme o toxické epidermální nekrolýze. 
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Výskyt tohoto syndromu je všeobecně spojen s užíváním antimikrobiálních 

léčiv. Ve většině případů je vznik SJS spojen s užíváním sulfonamidů, penicilínu, 

antituberkulotik a antiretrovirových léčiv. [37; 49] 

 Jak již bylo zmíněno, jedná se o imunopatologickou reakci imunitního 

systému. Během SJS dochází k dysregulaci imunitního systému. Imunopatologická 

reakce je namířena proti keratinocytům a epiteliálním buňkám sliznic. Léčivo zde 

vystupuje jako imunogen navázaný na antigen prezentující buňky (makrofágy, B-

lymfocyty). Pokud je v organismu přítomné léčivo, dochází ke tvorbě podnětu pro 

klonální expanzi cytotoxických T-lymfocytů. Tc lymfocyty a NK buňky následně 

produkují látky indukující apoptózu. Zde můžeme zařadit především cytokiny a 

perforiny.  [50] 

4.2.7 Teratogenita  

Sulfonamidová antibiotika a trimethoprim se řadí do skupiny potencionálně 

teratogenních a cytotoxických léčiv. Z tohoto důvodu je možné tyto dvě léčivé talky 

podávat pouze v ohrožení života, nebo v případě závažných infekčních onemocnění, 

u kterých nedochází ke zlepšení stavu jinými léčivými preparáty. [51] 

Riziko teratogenního účinku během antibiotické léčby u těhotných žen je vyšší, 

pokud byl prokázán teratogenní a cytotoxický účinek na zvířatech během klinických 

studií. Závažnost a rozsah teratogenního a cytotoxického účinku závisí do určité míry 

na stáří plodu, velikosti podané dávky léčiva a samotné podstatě léčiva. U 

sulfonamidových antibakteriálních léčiv a u trimethoprimu byla popsána pouze 

experimentální teratogenita na plod, jelikož klinické zkoušky teratogenity a 

cytotoxicity nebyly prováděny na těhotných ženách, nýbrž pouze na laboratorních 

zvířatech. [51] 

Užívání TMP-SMX během těhotenství není doporučeno. Příčinou je, že TMP 

vykazoval teratogenitu u potkanů. Vysoké dávky TMP podané 8. a 9. den byly pro 

většinu plodů smrtelné. TMP podané v pozdější fázi březosti vykazovaly malformace 

plodů. Podání SMX u potkanů v březosti vyvolalo rozštěp patra plodů.  [52]  

S užíváním Cotrimoxazolu během těhotenství se vyskytlo několik případů 

s vrozenými malformacemi plodu. Pokud bylo léčivo podáno v prvním trimetru 

těhotenství, léčivo vykazovalo vyšší výskyt vrozených vývojových vad. Zde není 

zcela jasné, zda tyto vady souvisí přímo s užíváním Cotrimoxazolu nebo dalšími 
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faktory. Mezi další faktory můžeme zařadit přidružené nemoci, užívání drog nebo 

prostředí ve kterém se matka pohybovala.  Pokud žena během těhotenství užívá 

kombinaci TMP-SMX, je doporučeno zároveň užívat přípravky s kyselinou listovou. 

[52] 

 Odborníci se shodují, že neexistuje doposud jednotný systém pro bezpečné 

podávání antibiotických preparátů těhotným ženám. Pokud zdravotní stav ženy 

vyžaduje zahájení antibiotické léčby, doporučuje se používat betalaktamová 

antibiotika, penicilin a cefalosporiny 1. až 3. generace. U žen hypersenzitivních na 

penicilinová antibiotika se podává jako léčivo první volby erytromycin ze skupiny 

makrolidových antibakteriálních léčiv. [51] 
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5 Terapeutické monitorování léčiv 

Terapeutické monitorování léčiv (TDM) je specifickou metodou klinické 

farmakoterapie. Jedná se o sledování koncentrace léčiva v krvi pacienta. Základním 

předpokladem TDM je vztah mezi farmakologickým účinkem léčiva a jeho 

koncentrací v organismu v porovnání s dávkováním léčiva. Důležitým předpokladem 

je stanovení léčiva v biologickém materiálu pomocí analytických metod. [53] 

Analytické metody musí být dostatečně přesné, správné a reprodukovatelné. 

Zároveň musí být časově i finančně nenáročné. Nejčastějšími analytickými metodami 

využívanými pro sledování koncentrace léčiva v plazmě nebo séru jsou HPLC, 

imunologické metody (reakce antigenu s protilátkou). Následuje interpretace 

naměřené koncentrace léčiva klinickým farmakologem. Vyhodnocená data jsou 

následně předána ošetřujícímu lékaři. Cílem TDM je najít vhodnou dávku léčiva dle 

individuální potřeby pacienta a zlepšení kvality života. [54] 

 TDM se provádí u léčiv se špatně měřitelným účinkem na organismus, 

s úzkým terapeutickým užitím a u léčiv s farmakokinetikou nultého řádu. Sleduje se 

také interakce léčiv a změny farmakokinetiky během onemocnění ledvin nebo jater. 

Dále se sleduje farmakokinetika u osob dle věku, těhotenství a laktace. [53] Pro 

sledování farmakokinetiky slouží programy, které modelují koncentrační křivky léčiva. 

Nevýhodou je omezené portfolio léčiv. Díky tomuto programu lze následně upravit 

dávkování léčiva dle doporučeného terapeutického rozmezí. Zde je důležité dodržení 

času odběru od užití léčiva, aby došlo ke správné interpretaci výsledku. [54] 

Terapeutické monitorování léčiv pomáhá zvyšovat efektivitu léčby, její 

bezpečnost a zároveň snižovat náklady za léčbu. TMD není vhodné pro všechny typy 

léčiv. V potaz se musí brát především řada faktorů, které ovlivňují interpretaci 

výsledku. Jedním z faktorů je samostatný čas odběru vzhledem k podané dávce 

léčiva, dobu užívání léčiva, diagnózu léčeného pacienta, celkový stav a odpověď 

pacienta na danou terapii. [54] 

 Terapeutické sledování antibiotik se provádí zejména u aminoglykosidů, 

glykopeptidů a beta-laktamových antibiotik. Cílem TDM je nalézt vhodné dávkování 

potřebné k navození cílové koncentrace. Důležité je to z hlediska nastavení správné 

léčby a nežádoucích reakcí u kriticky nemocných pacientů. [53] Ukazatelem 

antibiotiké citlivosti je minimální inhibiční koncentrace (MIC). Jedná se o koncentraci 
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léčiva, na které je daný patogen ještě citlivý a dochází k jeho usmrcení. Prozatím 

monitorování antibiotik není prováděno v rutinním provozu laboratoří. Důvodem je 

nedostupnost a zároveň náročnost metod, monitorujících koncentraci antibiotik ve 

vzorku lidské plazmy nebo séra. [54] 
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6 Možnosti stanovení sulfamethoxazolu  

6.1 Spektrální metody 

Spektrofotometrie sulfanamidových léčiv 

Amer a kolektiv publikovali roku 1989 práci, která se zabývala 

spektrofotometrickým stanovením sulfonamidových léčiv. Tato práce se zabývala 

tvorbou barevných iontových párů s N-chlorsukcinimidem a dibromhydantoinem. 

V tomto případě byly analyzovány sulfonamidová léčiva dostupná na egyptském trhu. 

Tato metoda byla na svou dobu dostatečně citlivá a přesná. Na tuto práci navazovaly 

další publikace, jejichž cílem bylo nalezení vhodného chromogenu pro analýzu 

sulfonamidů. [55] 

Nour El-Dien a kolektiv publikovali práci, jejímž cílem bylo navrhnutí 

jednoduché a přesné extrakční spektrofotometrické metody pro stanovení některých 

sulfonamidových léčiv v čisté formě. Práce vychází z faktu, že iontové páry terciární 

aminoskupiny přítomné v léčivech tvoří s komplexem molybdenan-thiokyanát 

oranžovo červené zbarvení iontů v přítomnosti roztoku kyseliny chlorovodíkové nebo 

sírové. Iontové páry se tvoří prostřednictvím elektrostatické přitažlivosti mezi 

negativním molybdenan-thiokyanátem a pozitivně protonovanými sulfonamidovými 

léčivy. Nezbytným krokem byla dvojitá extrakce iontových párů do organické fáze, 

pomocí dichlormethanu. Absorpční maximum bylo 470 nm,. Navržená metoda byla 

aplikována pro stanovení sulfonamidových léčiv jak v čistých, tak i ve 

farmaceutických preparátech. Tato metoda není tak časově náročná a má širší 

rozsah koncentrací vůči dříve publikovaným pracím. [56; 57] 

Fluorescenční stanovení sulfonamidových léčiv 

Elokely a kolektiv v roce 2011 publikovali práci, která se zabývala 

fluorescenční spektrometrií léčiv, která ve své struktuře obsahují methylsulfonové a 

sulfonamidové funkční skupiny. Jako fluorescenční činidlo byl použit N1-

methylnikotinamidchlorid. Za optimálních podmínek reakce léčiva s činidlem byla 

získána intenzita fluorescence odpovídající koncentraci léčiva ve vzorku. Pro určení 

specifity byly připraveny syntetické směsi léčiva s pomocnými látkami (škrob, mastek, 

stearát hořečnatý), které byly následně upraveny stejným způsobem jako samotná 

léčiva.  
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 Analýza probíhala při vlnové délce v rozmezí 325 až 350 nm. Navržená 

metoda je vysoce senzitivní a specifická pro analýzy nejen farmaceutických 

preparátů, ale i pro zjišťování koncentrace léčiv v lidské plazmě. [58] 

 Práce R. Dieze a kolektivu poukazuje na fluorescenci z pohledu levné 

screeningové metody pro stanovení reziduí sulfonamidů v mléce. Vzorky mléka byly 

obohaceny sulfadiazinem, sulfamethazinem a sulfamerazinem. K derivatizaci se 

požívá fluorescamin, který je specifický pro alifatické a aromatické aminy. Výhoda 

fluorescence sulfonamidů spočívá ve stejné intenzitě signálu vybraných léčiv, čímž 

odpadá separační krok, jež je nutný pro identifikaci sulfonamidu. Z tohoto důvodu je 

fluorescenční spektrofotometrie vhodnou metodou pro screening reziduí 

sulfonamidových antibiotik ve vybraných živočišných produktech.  [59] 

6.2 Chromatografie  

Bedor a kolektiv se zabývali porovnáním citlivosti fotometrické a hmotnostní 

detekce u vzorků lidské plazmy s příměsí sulfonamidů. Analyt byl ze vzorku lidské 

plazmy extrahován na pevné fázi (SPE kolonky). Tímto krokem došlo k odstranění 

interferujících látek, které se vyskytují v plazmě. K eluci SMX z SPE kolonky byla 

použita kombinace acetonitril a voda v poměru 1 : 1.  

 Z porovnání těchto dvou metod vyplynulo, že metoda LC-MS/MS je až 6krát 

citlivější nežli HPLC-UV. Pro LC-MS/MS stačí pouze 5 kroků extrakce pomocí SPE, 

zároveň je možné eluát vstřikovat přímo do chromatografu. U HPLC-UV jsou nutné 

další kroky extrakce, v tomto případě není možné eluát vstřikovat přímo do 

chromatografu, ale je nutné odpařit z eluátu acetonitril. U těchto dvou metod se 

výrazně liší i čas analýzy, který je u LC-MS/MS 2,5 minuty a u HPLC-UV 18 minut. 

Z tohoto důvodu je LC-MS/MS proti HPLC-UV výhodnější nejen co se týče přípravy 

vzorku, citlivosti ale i délky analýzy. [60] 

 Pereira a Cass publikovali práci, která se zabývala současným stanovením 

SMX a TMP ze vzorků mléka pomocí HPLC s UV detekcí. Mobilní fáze se skládala 

z acetonitrilu a fosfátového pufru o pH 5,0. Toto zvolené pH vykazovalo nejlepší 

chromatografické podmínky pro současné stanovení SMX a TMP ve vzorku mléka. 

Jelikož mléko je velmi komplexním vzorkem, pro analýzu byla využita RAM kolona 

s navázaným bovinním sérovým albuminem, čímž došlo k zamezení signálu 

pocházejícího z interferujících látek ze vzorku. [61] 
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 Stein a kolektiv publikovali práci, zabývající se stanovením TMP a SMX u 

pacientů pomocí LC-MS. Výzkum byl prováděn v mobilní fázi, která se skládala 

z octanu amonného a acetonitrilu. Vzorek byl izotopově ředěn pomocí N,N,N,-

trimethyl-d9, který se inkorporoval do struktury SMX a TMP. Hlavním cílem práce 

bylo prozkoumání koncentrace léčiva v průběhu času po podání kombinace SMX-

TMP. [62] 

Práce Rehmové a Rentschakové se zabývá stanovením antibiotických 

preparátů pomocí LC-MS ze vzorku lidské plazmy. Mobilní fáze v tomto případě se 

skládala z octanu amonného a kyseliny mravenčí, další možnou kombinací byl 

acetonitril a methanol v poměru 1 : 1. Kombinace octanu amonného a kyseliny 

mravenčí jako mobilní fáze vykazovali nejlepší chromatografické podmínky pro 

analýzu SMX a TMP. [63] 

6.3 Elektrochemické metody stanovení SMX 

Reguera a kolektiv publikovali práci zaměřenou na amperometrickou detekci 

sulfadiazinu, sulfametazinu a sulfamerazinu v mléce. Během analýzy vzorků byla 

použita coulometrická elektroda v amperometrickém režimu. [64] 

Na tuto práci navazuje Sadeghi a Motaharian se svou prací zaměřenou na 

voltametrický senzor modifikovaný sulfadiazinovým polymerem. [65] 

6.4 Kapilární elektroforéza 

Práce Marini a kolektivu pojednává o využití CE ve spojení s UV-Vis 

detektorem jako o levné a citlivé metodě určené pro analýzu často padělaných léčiv 

(chinin, furosemid, TMP/SMX).  Detekce analytu probíhala při vlnové délce 254 nm.  

 Pro analýzu SMX bylo zvoleno léčivo Cotrimoxazol připravený z injekčního 

roztoku. Prostředí fosfátového pufru, ve kterém analýza probíhala, bylo neutrální, 

důvodem volby tohoto prostředí byla analýza SMX jako aniontu. Výsledkem této 

práce je validace a optimalizace CE, která je vhodná pro poměrně rychlé, a 

především levné stanovení analytů z farmaceutických preparátů.  [66] 

 O využití CE jako screeningové metody pro sledování reziduí sulfonamidových 

léčiv pojednává práce Hoffa a kolektivu z roku 2009. Cílem práce bylo navrhnutí 

efektivní, dostatečně citlivé a specifické metody, kterou by bylo možno validovat. 

V tomto případě se jednalo o spojení CE s fluorescenčním detektorem. CE probíhala 
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v alkalickém pufru, který se skládal z fosfátového pufru s příměsí dodecylsulfátu 

sodného, výsledné pH roztoku bylo 7,5. Takto zvolený elektrolyt poskytl optimální 

prostředí pro derivatizaci. V tomto případě jako derivatizační činidlo byl použit 

fluorescamin. Ten je selektivní pouze pro alifatické a aromatické aminy, čímž dojde 

k zamezení nežádoucích signálů z interferujících látek, které jsou součástí matrice  

[67] 

6.5 Izotachoforéza  

Izotachoforéza je elektroforetická metoda založena na migraci nabitých částic 

v elektrickém poli. Během analýzy dochází k separaci jednotlivých iontů dle jejich 

mobility. Migraci způsobuje stejnosměrné elektrické napětí, které je vloženo na 

elektrody. Analyzovaný roztok se vkládá mezi vedoucí elektrolyt (kterým je vyplněna 

separační kapilára) a koncový elektrolyt. Vedoucí elektrolyt obsahuje vedoucí ion, 

který má vyšší efektivní pohyblivost než analyt. Koncový elektrolyt obsahuje koncový 

ion, který má nižší efektivní pohyblivost nežli analyt. Na počátku analýzy se ionty 

pohybují různou rychlostí – dochází k separaci jednotlivých složek vzorku, které 

postupně vytvoří samostatné zóny, obsahující pouze jeden iont. Zóny jsou 

uspořádány od vedoucího iontu po koncový iont, od iontu s nevyšší efektivní 

pohyblivostí po nejnižší. [68; 69]  

Každá elektricky nabitá částice se v elektrickém poli pohybuje dle svého 

náboje a orientace elektrického pole. Rychlost migrace závisí na náboji molekuly, 

odporu prostředí a gradientu elektrického pole. Tato schopnost molekul se nazývá 

elektroforetická pohyblivost, jedná se o vyjádření rychlosti pohybu částice nebo iontu 

v elektrickém poli. [69] 

Izotachoforéza může mít několik modifikací. Může být provedena na plošném 

nosiči, jako je například papír nebo gel. Zároveň může probíhat ve volném roztoku 

v kapiláře v analytickém nebo preparativním uspořádání. Kapilární uspořádání ITP 

umožňuje dělení a vyhodnocení analýzy bez interakcí analytu s nosičem. Zvýšení 

citlivosti analýzy lze navodit vhodnými podmínkami, jako je například průměr kapiláry 

a koncentrace vedoucího elektrolytu. Největší výhodou kapilární ITP je možnost 

automatizace. [68; 69] 
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Izotachoforéza s hmotnostním detektorem 

Zvýšení citlivosti u izotachoforézy lze docílit pomocí hmotnostního detektoru. 

Nevýhodou tohoto uspořádání je omezený počet elektrolytů, které jsou kompatibilní 

s elektrosprejovou ionizací (ESI). Mezi vhodné elektrolyty patří například kyselina 

mravenčí, octová nebo propionová. Dalším stěžejním bodem analýzy je volba 

vhodného pH. U kyselého pH dochází k částečné disociaci, která snižuje efektivní 

pohyblivost analytu ve vzorku. U neutrálního a alkalického prostředí je náročné 

vybrat vhodný elektrolyt kompatibilní s ESI. ITP-MS lze použít pouze pro vzorky, 

které neobsahují velké množství látek. [70] 

 Práce Gebauera a Malé se zabývá zvýšením citlivosti ITP se spojením 

s hmotnostním detektorem prostřednictvím ESI. Analýza SMX a SMZ probíhala 

v elektrolytovém systému tvořeném octanem triethylaminu a kyselinou octovou o pH 

7,7. Koncový elektrolyt se také skládal z octanu triethylaminu a kyseliny octové, zde 

bylo zvoleno pH 9,7. Takto zvolený elektrolytový systém vykazoval dobrou kvalitu 

signálu a zároveň nízký šum interferujících látek. Analyzovány byly vzorky říční a 

pitné vody s příměsí SMX a SMZ. Z experimentu vyplývá, že vzorky vody je možné 

analyzovat bez předúprav, čímž se urychlí samotný proces ITP-MS analýzy. [70] 
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7 Experimentální část  

7.1 Seznam použitých chemikálií  

Název      Dodavatel  

Imidazol     Sigma 

Kyselina chlorovodíková    Penta 

HEPES      Sigma 

Hydroxid sodný     Penta 

Sulfamethoxazol     Sigma 

Octan sodný      Lachema 

Kyselina octová     Penta  

Hydrogenuhličitan sodný    Lachema  

Kyselina sírová    Lachema 

7.2 Příprava roztoků  

K přípravě všech roztoků pro analýzu byla použita demineralizovaná voda a 

laboratorní odměrné nádobí o různých objemech. Pro odměření menších objemů 

byly použity automatické pipety o různých objemech.  

Elektrolytový systém pro ITP analýzu SMX 

Vedoucí elektrolyt  

 Jako vedoucí elektrolyt byl zvolen roztok kyseliny chlorovodíkové, jehož pH 

bylo nastaveno imidazolem na hodnotu 7. Do kádinky s přibližně 200 ml 

demineralizované vody bylo napipetováno 2,5 ml kyseliny chlorovodíkové o 

koncentraci 1 mol/l. Následně byla do kádinky ponořena skleněná elektroda. Za 

stálého míchání byly do roztoku přidávány krystaly imidazolu, dokud nebylo 

dosaženo požadovaného pH 7. Poté byl roztok převeden do odměrné baňky (V = 

250 ml) a doplněn po rysku demineralizovanou vodou.  

Koncový elektrolyt 

 Jako koncový elektrolyt pro stanovení SMX byl zvolen 0,01 M HEPES. 

Navážka činila 237,2 mg a byla převedena do odměrné baňky o celkovém objemu 
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100 ml. Po rozpuštění navážky byla baňka doplněna demineralizovanou vodou po 

rysku. Jako koncový elektrolyt byl zkoušen i 0,01 M MES, ale neosvědčil se. 

Příprava zásobního roztoku 0,01 M sulfamethoxazolu  

Zásobní roztok byl připraven z navážky SMX o hmotnosti 128 mg. Navážka 

byla převedena do kádinky s demineralizovanou vodou. Následně se za stálého 

míchání přidával roztok 0,01M NaOH dokud se SMX zcela nerozpustil. Tento roztok 

byl následně převeden do odměrné baňky o celkovém objemu 50ml a doplněn po 

rysku demineralizovanou vodou. Následně byla baňka vložena do ultrazvukové 

lázně, aby došlo k úplnému rozpuštění sulfamethoxazolu v roztoku. Roztok byl 

používán k přípravě kalibrační řady a ke standardnímu přídavku. 

Příprava 0,01 M hydroxidu sodného 

 Roztok hydroxidu sodného byl připraven z navážky pevného NaOH o 

hmotnosti 40 mg. Navážka byla převedena do 100 ml odměrné baňky. Po rozpuštění 

NaOH byla baňka doplněna po rysku demineralizovanou vodou. Roztok byl používán 

k úpravě pH roztoků standardů a vzorků. 

Příprava 0,01 M hydrogenuhličitanu sodného 

Roztok NaHCO3 o koncentraci 0,01 mol/l byl připraven z navážky o hmotnosti 

88,4 mg. Tato navážka byla následně převedena do odměrné baňky o celkovém 

objemu 100 ml. Po rozpuštění NaHCO3 byla baňka doplněna po rysku 

demineralizovanou vodou. Roztok byl použit k identifikaci nečistoty obsažené v 

elektrolytovém systému. 
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7.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení  

Název       Výrobce  

Electrophoretic analyser EA 102   Villa Labeco, Slovensko 

Analytické váhy ABT 120 – 4M    KERN & Sohn Gmbh., Německo 

Laboratorní pH-metr GRYF 208L   GRYF HB, spol. s.r.o. Česká republika 

Skleněná elektroda FB68788   FISHERBRAND, USA 

Ultrazvuková lázeň K2    Kraintek s.r.o., Slovensko 

Magnetická míchačka      

Pipety Biohit o různých objemech  

7.3.1 Elektroforetický analyzátor EA 102 

Elektroforetický analyzátor EA 102 (obrázek 7) je vybaven předseparační a 

analytickou teflonovou kolonou. Předseparační kolona o průměru 0,8 mm je dlouhá 

90 mm. Analytická kolona o průměru 0,3 mm je dlouhá 160 mm. Vzorek je dávkován 

pomocí dávkovacího kohoutu o objemu 30 μl. Součástí přístroje jsou rezervoáry na 

vedoucí a koncový elektrolyt Obě kolony jsou vybaveny vodivostním detektorem. 

Signál získaný z detektoru je následně zpracován programem ITPPro.  

 

Obrázek 7 Electrophoretic analyser EA 102 [71] 
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7.3.2 Pracovní podmínky ITP 

 Sulfamethoxazol byl analyzován v aniontovém módu. Analýza SMX probíhala 

pouze na předseparační koloně, důvodem byla dostatečně vysoká koncentrace 

stanovovaného analytu v tabletě Biseptolu 480 a Cotrimoxazol AL forte. Proud 

v předseparační koloně byl po celou dobu analýzy 400 μA. Samotná analýza jednoho 

vzorku trvala 10 až 15 minut.   

7.4 Stanovení SMX v reálném vzorku  

Podmínky pro rozpuštění SMX 

 Do kádinky s navážkou sulfamethoxazolu nebo s tabletou (Biseptol 480 resp. 

Cotrimoxazol AL forte) a demineralizovanou vodou byl postupně za stálého míchání 

přidáván 1 M NaOH, dokud nebylo dosaženo pH 10. Po dosažení této hodnoty pH 

byl roztok převeden do odměrné baňky a doplněn po rysku demineralizovanou 

vodou.  

Reálné vzorky obsahující SMX 

Pro analýzu sulfamethoxazolu byly zvoleny tablety antibiotika s obsahem SMX. 

V tomto případě bylo vybráno léčivo Biseptol 480 a Cotrimoxazol AL forte. Obě tyto 

léčiva obsahují dostatečně velké množství SMX, zároveň obsahují i trimethoprim, 

který nebyl stanovován.  

Biseptol 480 

Biseptol 480 (obrázek 8) od výrobce Pabiance (Polsko) obsahuje v jedné 

tabletě dvě léčivé látky v poměru 1 : 5. Množství obsažené v jedné tabletě je 80 mg 

trimethoprimu a 400 mg sulfamethoxazolu. Pomocnými látkami, obsaženými v 

tabletě Biseptolu 480, jsou bramborový škrob, mastek, magesium-stearát, 

polyvinylalkohol, propylenglykol, methylparaben a propylparaben.  
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Obrázek 8 Balení potahovaných tablet Biseptol 480 [72] 

Cotrimoxazol AL forte 

Cotrimoxazol AL forte (obrázek 9) od výrobce Aliud Pharma (Německo) se 

podobně jako Biseptol 480 řadí mezi léčiva s antibakteriálním účinkem. Cotrimoxazol 

AL forte je ekvivalentem původního léčiva Biseptolu 480.  U Cotrimoxazol AL forte je 

zachován stejný poměr obsahu léčivých látek 1 : 5. Cotrimoazol AL forte obsahuje 

v jedné tabletě, na rozdíl od Biseptolu, 800 mg léčivé látky sulfamethoxazolu a 160 

mg trimethoprimu. Pomocné látky obsažené v jedné tabletě Cotrimoxazol AL forte 

jsou: celulosa, krospovidon, magnesium-stearát, povidon, sodná sůl karboxymethyl-

škrobu a bezvodý oxid křemičitý. Pomocné látky a zároveň množství léčivé látky se 

sice od Biseptolu 480 liší, ale samotná podstata léčiva je totožná s Biseptolem 480.  

 

Obrázek 9 Potahované tablety Cotrimoxazol AL forte (Cotrimoxazol AL forte) [73] 

Příprava reálných vzorků  

 Jedna tableta Biseptolu 480 byla nejprve zvážena na analytických vahách a 

následně rozdrcena na prášek ve třecí misce. Hmotnost jedné náhodně vybrané 

tablety z balení Biseptolu 480 činila 671 mg. Navážka rozdrcené tablety o hmotnosti 
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100 mg (tj. přibližně 59,6 mg SMX a 11,9 mg TMP) převedena do kádinky 

s destilovanou vodou a pH bylo upraveno na hodnotu 10 přídavky 1 M NaOH. Po 

úpravě pH byl roztok převeden do odměrné baňky o objemu 100 ml a doplněn 

destilovanou vodou po rysku. Baňka byla následně vložena do ultrazvukové lázně, 

aby došlo k dokonalému rozpuštění léčiva a zároveň k uvolnění SMX.   

Stejným způsobem byla připravena i tableta Cotrimoxazol AL forte. Hmotnost 

náhodně vybrané tablety činila 1069 mg. Navážka 100 mg Cotrimoxazolu AL forte 

obsahuje přibližně 74,83 mg a 14,97 mg TMP. 
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8 Výsledky a diskuze  

8.1 Optimalizace podmínek ITP analýzy 

Identifikace SMX 

Nejprve byl proměřen samotný elektrolytový systém, aby se zjistil jeho signál a 

také čistota elektrolytů. Na záznamu byla přítomna zóna uhličitanů, jejíž identifikace 

byla potvrzena nadávkováním zředěného roztoku hydrogenuhličitanu. Pokud by se 

nejednalo o uhličitan, v záznamu by byla viditelná zóna uhličitanů v jiném místě, než 

bylo předpokládáno. Přítomnost uhličitanu by se projevila během izotachoforézy 

prodloužením původní předpokládané zóny uhličitanů v koncovém elektrolytu I. 

Výsledkem analýzy NaHCO3 bylo jasně zřetelné, že se opravdu jedná o zónu 

předpokládaného uhličitanu. Z průběhu analýzy bylo zřetelné že došlo k prodloužení 

původní zóny. 

Poté následovala analýza standardního roztoku SMX (0,01M). Na 

izotachoforetickém záznamu byla přítomna vedle zóny uhličitanu také samostatná 

zóna SMX (obrázek 11). Na izotachoforetickém záznamu jsou vidět dvě samostatné 

zóny. Na začátku záznamu se nachází zóna uhličitanů pocházející z koncového 

elektrolytu I. Po této zóně pocházející z HEPES následuje samostatná zóna SMX.   

 

Obrázek 10 Průběh ITP analýzy, standardní roztok SMX (0,001M), koncový elektrolyt I (0,01M) 

Koncový elektrolyt 

 Pro analýzu byly vybrány dva koncové elektrolyty k protiionu Imidazolu. 

Jednou z možností byla volba 0,01 M 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonové 

Standardní roztok 

Zóna SMX 
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kyseliny (HEPES). Druhým možným elektrolytem byla 2-(N-morfolino)ethansulfonová 

kyselina (MES). Pomocí analýzy SMX s koncovým elektrolytem (MES) se neprojevila 

zóna SMX. Příčinou neúspěchu je nižší mobilita koncového elektrolytu, zóna SMX 

z tohoto důvodu se v záznamu neprojevila. Jako vhodný koncový elektrolyt byl 

zvolen HEPES. Důvodem byla vhodná mobilita a zóna SMX v průběhu analýzy. 

V záznamu s koncovým elektrolytem byla jasně zřetelná zóna SMX (obrázek 10) a 

zóna uhličitanu pocházející z koncového elektrolytu. Z tohoto důvodu pro 

izotachoforetickou analýzu SMX byl zvolen jako vhodný koncový elektrolyt (HEPES).   

 

Obrázek 11 Průběh ITP analýzy, vedoucí elektrolyt 0,01 M HCL, pH 7 nastaveno Imidazolem, koncový elektrolyt 
HEPES, 0,01 M SMX (0,001M) 

Optimalizace pH vedoucího elektrolytu 

 Jako vedoucí elektrolyt byl zvolen 0,01 M HCl (vedoucím iontem byl chlorid), s 

příměsí imidazolu, pomocí kterého bylo nastaveno pH. Rozmezí pH vedoucího 

elektrolytu bylo zvoleno: 6; 6,5; 7; 7,5; 8. Takto připravené roztoky byly použity jako 

elektrolytový systém pro a stanovení SMX. Nejvhodnější pH se pohybovalo kolem 7 

(graf 1).  

U pH 6 analýza neproběhla, jelikož vodivost koncového elektrolytu byla příliš 

nízká. To vedlo k překročení maximálního povoleného napětí separačního systému. 

Vedoucí elektrolyt s pH 6 byl pomalý a zároveň i málo vodivý. Dalším kritickým 

bodem byl vedoucí elektrolyt s pH 8. I zde nebylo možné analýzu úspěšně dokončit. 

Důvodem neproběhnutí analýzy je, že SMX je pomalejší nežli koncový iont. 

V záznamu analýzy se neprojevila zóna SMX, ale pouze jen koncový elektrolyt. Se 

0,01M Sulfamethoxazol 

Zóna CO3
-2 

Zóna SMX 
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zvyšujícím pH se zároveň zvyšovala i mobilita koncového elektrolytu, zatím co 

s nižším pH mobilita klesá. 

Na grafu 1 je vyobrazena závislost signálu vedoucího a koncového iontu, SMX 

a uhličitanového iontu (z elektrolytů) na pH vedoucího elektrolytu. Z grafu vyplývá že 

pH 6,9 se jeví jako nejvhodnější. Důvodem je, že nedochází k interferenci 

sulfamethoxazolu s uhličitanem a koncovým elektrolytem.  

 

Graf 1 Grafická závislost pH vedoucího elektrolytu 

8.2 Měření modelových vzorků SMX 

Rozpouštění SMX 

Hlavním problémem experimentální části je nerozpustnost SMX ve vodě. 

Z tohoto důvodu je pro dosažení požadované rozpustnosti převést SMX na sůl. SMX 

je ve vodném prostředí téměř nerozpustný. Proto bylo nutné jej převést na sůl, která 

je ve vodě rozpustnější.  

 Rozpouštění SMX probíhalo v alkalickém prostředí, jelikož SMX není téměř 

rozpustný ve vodě. Alkalické prostředí roztoku bylo docíleno pomocí přídavku 1M 

NaOH. Z tohoto důvodu bylo nutné navrhnout vhodné rozmezí pH, ve kterém bylo 

docíleno rozpuštění tablety. Nejprve analýza SMX proběhla v roztoku o pH 8. 

V tomto případě nedošlo k úplnému rozpuštění SMX. Proto bylo nutné pH nazvýšit. 

Zvýšením pH do bodu 10 bylo docíleno požadované rozpustnosti SMX v roztoku, 

který bylo možné analyzovat.  
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Stabilita roztoku SMX 

 Během analýzy tablety nás zajímala samotná stabilita sulfamethoxazolu v 

roztoku. Z tohoto důvodu byl měřen signál SMX v tabletě a ve standardním přídavku. 

Tyto roztoku byly proměřeny a porovnány s hodnotami signálu z předešlého dne. 

Baňka byla vystavena laboratorní teplotě a zároveň a nebyla chráněna vůči světlu.  

Na obrázku 12 je záznam z průběhu izotachoforetického stanovení SMX z 

tablety. Modrá křivka znázorňuje průběh ITP analýzy z prvního dne, zatím co červený 

záznam pochází ze dne následujícího. Signál sulfamethoxazolu z druhého dne 

(červená křivka) je v porovnání s předchozím měřením (modrá křivka) velmi 

podobný. Z toho výsledku vyplývá, že sulfamethoxazol je stabilní v roztoku a 

nedochází k jeho rozpadu. 

 

Obrázek 12 ITP průběh analýzy téhož vzorku po 24 hodinách. Starší analýza modře. Vedoucí elektrolyt Imidazol 
(pH 7), koncový elektrolyt HEPES (0,01M) 

Reprodukovatelnost měření  

 Pomocí reprodukovatelnosti (tabulka 1) bylo zjištěno, že analýza SMX (0,01M) 

probíhá za stejným podmínek totožně a nedochází k odchylkám během měření. Z po 

sobě jdoucích měřeních bylo možné získat směrodatnou odchylku (SD) i relativní 

směrodatnou odchylku (RSD).  

Tabulka 1 Reprodukovatelnost měření SMX (0,01M) na předseparační koloně,  

Měření 1 2 3 4 5 Průměr SD RSD (%) 

Délka zóny [s] 107,48 119,36 107,44 129,6 118,79 116,53 9,33 8,01 

SMX první den 

SMX druhý den 

Zóna SMX se standardním 

přídavkem 
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Kalibrační závislost 

Kalibrační řada se skládala celkem ze šesti bodů o koncentracích: 5 mmol/l, 2 

mmol/l, 1,5 mmol/l, 1 mmol/l, 0,5 mmol/l, 0,25 mmol/l. Takto připravené roztoky byly 

následně izotachoforeticky analyzovány v elektrolytovém systému I (0,01 M HEPES). 

Každý bod kalibrační řady byl proměřen celkem dvakrát (tabulka 2). U každého bodu 

kalibrační křivky byly odečteny délky zón SMX v sekundách. Následně z průměru 

naměřených hodnot byla sestavena grafická závislost (graf 1). Pomocí rovnice 

(tabulka 3) získané z kalibrační závislosti sulfamethoxazolu lze následně vypočítat 

množství SMX obsažené v reálných vzorcích Biseptolu 480 a Cotrimoxazolu AL 

forte.  

Tabulka 2 Naměřené hodnoty, kalibrační křivka 

Koncentrace 5 mmol/l 2 mmol/l 1,5 mmol/l 1 mmol/l 0,5 mmol/l 0,25 mmol/l 

Délka zóny [s] 206,1 86,6 68,95 41,7 23,6 10,6 

Délka zóny [s] 215,9 88,25 65,3 41,6 23,4 11,0 

 

Tabulka 3 Kalibrační závislost SMX 

Rovnice kalibrační křivky Hodnota spolehlivosti R2 

y= 42,015x + 1,8083 [sec;mmol/l] 0,9983 

 

Graf 2 Kalibrační závislost délky zóny SMX na jeho koncentraci, vedoucí elektrolyt: imidazol, 0,01 mol/l HCl (pH 
7,3), koncový elektrolyt 0,01 mol/l HEPES.  

y = 42,015x + 1,8083
R² = 0,9983
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Detekční limit a mez stanovení  

 K určení detekčního limitu a meze stanovení byly analyzovány roztoky o 

koncentraci: 0,8 mmol/l; 0,6 mmol/l; 0,4 mmol/l a 0,3 mmol/l. Naměřené hodnoty jsou 

shrnuty v tabulce 4. Jako detekční limit a mez stanovení byla určena koncentrace 0,4 

mmol/l. U této koncentrace byla jasně zřetelná krátká zóna SMX. Zatím co u 

koncentrace 0,3 mmol/l koncentrace již nebyla zřetelná. Z tohoto důvodu nelze 

označit koncentraci 0,3 mmol/l za detekční limit.  

 Za mez detekce je považován přibližně trojnásobek detekčního limitu, tj. 

přibližně 1 mmol/l.  

Tabulka 4 Hodnoty měření detekčního limitu a meze stanovení 

 0,8 mmol/l 0,6 mmol/l 0,4 mmol/l 0,3 mmol/l 

Délka zóny [s] 33,75 

34,95 

22,4 

22,65 

13,33 

13,58 

Nelze určit 

Nelze určit 

 

 Pokud by analýza proběhla v analytické koloně, nejnižší možná koncentrace 

by byla desetkrát nižší nežli koncentrace v předseparační koloně. Zle předpokládat, 

že detekční limit by byl 0,04 mmol/l a mez stanovení 0,1 mmol/l. 

Výtěžnost  

 Analýzou modelového vzorku byla určena výtěžnost (tabulka 5), která popisuje 

správnost měření. Modelový vzorek byl proměřen třikrát. Výtěžnost byla vypočítána 

jako rozdíl zvolené koncentrace a průměr koncentrací získaných z analýzy. 

Tabulka 5 Výtěžnost stanovení SMX v modelovém vzorku 

Zvolená koncentrace 
(mmol/l) 

Průměr získaných 
koncentrací (mmol/l) 

Výtěžnost (%) 

1,5 1,56 ± 0,02 103,56 ± 2,45 

 

8.3 Analýza reálných vzorků  

 Pro analýzu SMX byly použity potahované tablety Biseptol 480. Zároveň bylo 

analyzováno generikum s obsahem SMX. Pro analýzu byly následně zvoleny 

potahované tablety Cotrimoxazol Al Forte. Obě léčiva mimo jiné obsahují kromě 

sulfamethoxazolu také trimethoprim. 
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Rozpouštění tablety 

 Podobně jako u rozpouštění SMX byly tablety rozpouštěny v alkalickém 

prostředí pomocí 1M NaOH. I v tomto případě bylo nastaveno pH 10. 

Biseptol 480  

 Na izotachoforetickém záznamu (obrázek 13) je zaznamenán průběh analýzy 

Biseptolu. Červená křivka znázorňuje koncový elektrolyt I, zatím co na modré křivce 

jsou již zřetelné dvě samostatné zóny. První zóna pochází z koncového elektrolytu a 

jedná se o uhličitan (viz kapitola 8.1). Druhou zónou je SMX pocházející z Biseptolu 

480. V tabulce 6 jsou shrnuty výsledky analýzy SMX pocházejícího z Biseptolu 480. 

 

Obrázek 13 ITP analýza, Biseptol 480 (100 mg), koncový elektrolyt (HEPES 0,01M). Délka zóny SMX 105,87 s.  

Tabulka 6 Naměřené délky zón SMX pocházejícího z Biseptolu 480 

Délka zóny [s] 106,75 104,95 105,87 108,85 109,75 

 

Pomocí rovnice získané z kalibrační závislosti SMX se vypočítala koncentrace 

SMX ve vzorku. Ta byla následně přepočítána na hmotnost SMX (rovnice 1).  

𝑦 = 42,015𝑥 + 1,8083 

106,875 − 1,8083 = 42,015𝑥 

𝑥 = 2,5 𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑙 

𝑚 = 0,1 (𝑙) ∙ 0,0025 (𝑀) ∙ 253,28(
𝑔

𝑚𝑜𝑚𝑙
) = 63,3𝑚𝑔 

Rovnice 1 Výpočet SMX ze vzorku pomocí rovnice kalibrační křivky 

Biseptol 480 

Koncový elektrolyt I 

Zóna SMX 
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Roztok se standardním přídavkem byl připravován podobně jako roztok bez 

přídavku - k navážce SMX resp. léčiva před jeho rozpuštěním a doplněním baňky 

demineralizovanou vodou po rysku byl přidán přídavek. Velikost přídavku byla 50 mg 

SMX na 100 ml roztoku vzorku (tj. koncentrace 1,97 mM SMX). Délky zón jsou 

shrnuty v tabulce 7. 

Tabulka 7 Naměřené délky zón SMX pocházejících z Biseptolu 480 se standardním přídavkem 

Délka zóny [s] 188,8 191,4 198,7 194,35 193,9 

 

Pomocí výpočtu (rovnice 2) standardního přípravku byl přepočítán signál SMX 

na koncentraci celého vzorku. Následně byla koncentrace přepočítána na 

koncentraci SMX vzorku a přepočtem na hmotnost. 

𝑦 = 42,015𝑥 + 1,8083 

191,4 − 1,8083 = 42,015𝑥 

𝑥 = 4,51 𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑙 

𝑆𝑥 =
191,4 − 104,95

1,97
∗ 2,47 = 104,29 

𝑐 =
104,95 − 1,8083

42,015
= 2,43 

𝑚 = 0,1 (𝑙) ∙ 0,00243 (𝑀) ∙ 253,28 (
𝑔

𝑚𝑜𝑙
) = 61,78 𝑚 

Rovnice 2 Výpočet SMX ze standardního přídavku pomocí rovnice kalibrační křivky 

Tabulka 8 Zjištěný obsah SMX v Biseptolu 480 

Stanovení Zjištěná hmotnost 
SMX v tabletě 

RSH (%) Hmotnost SMX uvedena 
v příbalovém letáku 

Kalibrační křivka 421,9 mg 1,07 400 mg 

 
Standardní přídavek 409,98 mg 1,05 

Výsledky analýzy Biseptolu 480 metodou kalibrační křivky a metodou 

standardního přídavku jsou shrnuty v tabulce 8. Z naměřených hodnot Biseptolu 480 

je zřetelné, že v tabletách je deklarované množství léčivé látky sulfamethoxazolu jak 

uvádí výrobce.  



60 
 

Cotrimoxazol AL forte 

Stejným způsobem byl vyhodnocen průběh ITP analýzy (obrázek 14). Opět 

z rovnice kalibrační závislosti (rovnice 3) SMX byla vypočítána hmotnost SMX 

obsažena v tabletě Cotrimoxazolu AL forte. Délky zón z analýzy Cotrimoxazolu AL 

forte jsou shrnuty v tabulce 9. 

 

Obrázek 14 Průběh ITP analýzy, Cotrimoxazol AL forte (100 mg), koncový elektrolyt I (HEPES 0,01M) 

Tabulka 9 Délky zón SMX pocházející z Cotrimoxazolu AL forte 

Délka zóny [s] 128,35 130,6 130,25 129,55 130,45 

Pomocí rovnice získané z kalibrační závislosti SMX se vypočítala koncentrace 

SMX ve vzorku. Následně koncentrace byla přepočítána na hmotnost SMX ve vzorku 

podle rovnice 3.  

𝑦 = 42,015𝑥 + 1,8083 

129,25 − 1,8083 = 42,015𝑥 

𝑥 = 3,03 𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑙 

𝑚 = 0,1 (𝑙) ∙ 0,00303 (𝑀) ∙ 253,28 (
𝑔

𝑚𝑜𝑙
) = 76,7 𝑚𝑔 

Rovnice 3 Výpočet SMX ze vzorku pomocí rovnice kalibrační křivky 

Roztok se standardním přídavkem byl připravován podobně jako roztok bez 

přídavku - k navážce SMX resp. léčiva před jeho rozpuštěním a doplněním baňky 

demineralizovanou vodou po rysku byl přidán přídavek. Velikost přídavku byla 50 mg 

Cotrimoxazol AL forte 

Koncový elektrolyt I 

Zóna SMX 



61 
 

SMX na 100 ml roztoku vzorku (tj. koncentrace 1,97 mM SMX). Délky zón SMX 

během analýzy Cotrimoxazolu AL forte jsou shrnuty v tabulce 10. 

Tabulka 10 Délky zón SMX pocházející z Cotrimoxazolu AL forte se standardním přídavkem 

Délka zóny [s] 215,65 215,8 228,05 226,45 214,95 

Pomocí výpočtu (rovnice 4) standardního přípravku byl přepočítán signál SMX 

na koncentraci celého vzorku. Následně byla koncentrace přepočítána na 

koncentraci SMX vzorku a přepočtem na hmotnost. 

𝑦 = 42,015𝑥 + 1,8083 

215,65 − 1,8083 = 42,015𝑥 

𝑥 = 5,09 𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑙 

𝑆𝑥 =
215,65 − 128,35

1,97
∗ 2,87 = 127,28 

𝑐 =
127,28 − 1,8083

42,015
= 2,84 𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑙 

𝑚 = 0,1 (𝑙) ∙ 0,00284 (𝑀) ∙ 253,28 (
𝑔

𝑚𝑜𝑙
) = 70,42 𝑚𝑔 

Rovnice 4 Výpočet SMX ze standardního přídavku pomocí rovnice kalibrační křivky 

Tabulka 11 Zjištěný obsah SMX z Cotrimoxazolu AL forte 

Stanovení Zjištěná hmotnost 
SMX v tabletě 

RSH (%) Hmotnost SMX uvedena 
v příbalovém letáku 

Kalibrační křivka 816,9 mg 1,04 800 mg 

 
Standardní přídavek 784,1 mg 0,98 

 

Výsledky analýzy Cotrimoxazolu AL forte metodou kalibrační křivky a metodou 

standardního přídavku jsou shrnuty v tabulce 11. Z naměřených hodnot samotné 

tablety Cotrimoxazolu AL forte je zřetelné, že v tabletách je deklarované množství 

léčivé látky sulfamethoxazolu jak uvádí výrobce. U analýzy tablety se standardním 

přídavkem je obsah SMX v tabletě nižší, nežli uvádí výrobce. 
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Závěr 

Sulfamethoxazol se řadí do skupiny sulfonamidových antibiotik. Vystupuje jako 

inhibitor enzymu DHPS, čímž dochází k zamezení syntézy purinových bází a 

thymidinu v bakteriích. Bakterie tak nejsou schopné syntetizovat bakteriální DNA, 

čímž je zamezen jejich růst. Sulfamethoxazol patří do širokospektrých antibiotik 

používaných převážně k léčbě infekce močových cest, pneumocystové pneumonii a 

jiných respiračních infekcí.  

 Sulfamethoxazol se v organismu metabolizuje především v játrech pomocí 

enzymů CYP2C9 a CYP3A4. Nejprve vzniká SMX-HA, který je následně oxidován na 

SMX-NO, jež se může vázat na proteiny, které následně vystupují jako hapten. 

Metabolity SMX mohou vyvolávat nežádoucí reakce organismu na léčivo. Nejčastěji 

se vyskytujícím nežádoucím účinkem je alergická reakce indukovaná léčivem. 

Projevy se mohou lišit dle vnímavosti jedince. Dalším možným nežádoucím účinkem 

je teratogenní a cytotoxický vliv SMX na plod. Z tohoto důvodu jsou sulfonamidové 

antibiotika předepisovány těhotným ženám pouze v případě ohrožení života.  

 Experimentální část je zaměřena na izotachoforetické stanovení SMX ve 

farmaceutických preparátech Biseptol 480 a Cotrimoxazol AL forte. Tyto léčivé 

preparáty obsahují dvě léčivé látky, a to sulfamethoxazol a trimethoprim. Původní 

záměrem byla analýza obou léčivých látek zároveň. Tento experiment nebyl 

uskutečněn, jelikož sulfamethoxazol ve zvoleném elektrolytovém systému (Imidazol 

pH7, HEPES) je aniont, zatím co trimethoprim je kationt. Z tohoto důvodu není 

možné analyzovat obě léčiva zároveň.   

Cílem experimentální části bylo stanovení obsahu SMX v léčivých 

preparátech. Pro analýzy byly vybrány potahované tablety Biseptolu 480 a 

Cotrimoxazolu AL forte. Jelikož v obou případech je obsaženo v tabletě dostatečně 

velké množství léčivé látky, analýza probíhala pouze na předseparační koloně. 

Výsledné výpočty vycházely z rovnice kalibrační křivky. Pomocí této rovnice bylo 

možné vypočítat hmotnost SMX ze vzorku, mez detekce a reprodukovatelnost.  

 Pomocí izotachoforézy bylo poměrně jednoduché a rychlé získat signál SMX 

ze vzorků léčiv.  
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