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SOUHRN

Inaktivace vlaknitych hub v¢etné dermatofyta aplikaci nizkoteplotniho plazmatu byla jiz dfive prokazana fadou experi-
metalnich in vitro i in vivo studii. V tomto prispévku je na klinickych pripadech doloZzena pouzitelnost této jednoduché
a levné metody pro 1é¢bu lidské onychomykozy.
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SUMMARY
Therapy of Onychomycosis Using the Non-thermal Plasma

Inactivation of fungi including dermatophytes by the action of non-thermal plasma has already been verified by numerous
in vitro and in vivo studies. Feasibility of this simple and cheap method for therapy of human onychomycosis is documen-

ted here on clinical case reports.
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UvVoD

Onychomykéza (tinea unguium) je mykotické postizeni
nehtti, nehtovych plotének nebo nehtovych lazek. Vysky-
tuje se témér u 10 % populace (podle nékterych prizkumu
ivice nez 20 % populace). Jedna se sice 0 méné nebezpecné
onemocnéni, které je ovSem neptijemné, zivot komplikuji-
cia s moznymi psychosocidlnimi dtsledky. Mozné jsou téz
komplikace, zejména u diabetikii a imunokompromitova-
nych pacientt, vzacnou komplikaci muze byt osteomye-
litida (viz napt. Scher et al. [29]). Nejcastéj$imi ptivodci
onychomykéz jsou mikroskopické vldknité houby razené
mezi dermatofyty, zejména Trichophyton rubrum, méné
Casto téz T. interdigitale, T. violaceum, Epidermophyton
floccosum, Nannizziagypsea (dtive Microsporum gypseum)
a fada dalsich. Casta jsou podobnd postizeni zptisobend
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kvasinkami, hlavné v tropickych oblastech pak i nederma-
tofytickymi vlaknitymi houbami.

Pro terapii leh¢ich forem onychomykdzy se obvykle pou-
ziva lokalni aplikace preparatii jako terbinafin, itrakonazol,
efinakonazol, ciclopirox, amorolfin nebo polyhexamethy-
len biguanid. Mozné je i peroralni podavani antimykotik,
napi. terbinafinu nebo flukonazolu. Musi byt aplikovany
v krétkych, typicky kazdodennich intervalech a po dlou-
hou dobu az 1 roku; presto je ucinnost téchto preparatti
nejista, za uspéch byva povazovan terapeuticky efekt ve
vice nez 50 % pripadi. Podrobnéjsi prehledy uvadéji napt.
Roberts et al. [15], Elewski [4], Ghannoum a Isham [5]
nebo Gupta et al. [6]. Pomocnou terapii byvé i pedikérsky
zakrok spocivajici v odstranéni postizenych ¢asti nehtu.

Kromé klasické terapie antimykotiky se objevily i po-
kusy o aplikaci riznych fyzikalnich metod, napt. ohte-
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vu nehtového lizka na cca 40-50 °C Nd:YAG laserem.
Tato nadéjna metoda se ovSem ukézala jako malo Gc¢inna
a spolehliva [1]. Moznosti dal$ich metod (fotodynamic-
ka terapie, iontoforéza, ultrazvuk) uvadéji Ghannoum
a Isham [5], jejich praktické pouziti je oviem hodnoceno
spise skepticky. Fotodynamicka terapie se ovSem ukaza-
la jako pomérné spésna (v 60 % pripadil) v kombinaci
s nanoemulzemi [14]. Novéji se objevuji i zpravy o apli-
kaci nizkoteplotniho plazmatu.

Nizkoteplotni plazma (NTP, non-thermal plasma, low-
-temperature plasma ¢i cold plasma) je ¢astecné ionizo-
vany plyn, v némz jsou pfitomny volné ionty o teploté
okoli a vysokoteplotni volné elektrony, které diky své malé
hmotnosti nezvysuji teplotu celého plazmatu. Toto plazma
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Obr. 1. Schéma aparatury pro generaci kometarniho vyboje
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je pomérné snadno pripravitelné ptisobenim elektrickych
vyboju stejnosmérného, stiidavého a vysokofrekvenéniho
vysokého napéti. Obvyklymi zdroji plazmatu jsou korono-
vé vyboje, dielektricky bariérovy vyboj (DBD), klouzavy
vyboj, elektrospray, tzv. plasma jet zvany téz plazmaticka
tuzka atd. Prehled uvadi napt. Tendero et al. [27]. Nizkotep-
lotni plazma se pouziva nejen v fadé inzenyrskych obort,
ale i v biologickych aplikacich, kde je podstatou jeho ucin-
ku tvorba reaktivnich ¢astic (iontd, radikal, atomarniho
a singletového kysliku aj.) i stabilnich molekul (peroxidu
vodiku, ozonu aj.), shrnovanych pod ndzvy reactive oxy-
gen species (ROS) a reactive nitrogen species (RNS). Na
jejich pritomnosti je zalozeno pouziti plazmatu v biotech-
nologiich (pfehled viz [22]), kde je vyuzivana hlavné jeho
schopnost dezinfekce a sterilizace [3]. V 1ékatskych obo-
rech se plazma vyuziva k urychlovani hojeni ran [7, 13],
v dermatologii [8], v zubnim Iékatstvi [9], jakoZz i v onkolo-
gii [16]. Riizné zdroje plazmatu (plasma jet, surface micro-
discharge a dielektricky bariérovy vyboj) pro eradikaci
T. rubrum jako ptivodce onychomykoézy studovali na mo-
delu kravského kopyta Xiong et al. [28]. Citlivost fady dal-
$ich ptivodcti testovali pomoci plasma jet také Daeschlein
et al. [2]. V soucasné dobé probiha nékolik klinickych
studii terapie humanni onychomykézy pomoci nizkotep-
lotniho plazmatu (odkazy viz Literatura, Klinické studie).
Jejich vysledky nebyly v dobé vzniku tohoto sdéleni jesté
znamy. Metodicky je zajimavy rozdilny pristup k frekvenci
terapeutickych aplikaci plazmatu. V jednotlivych studiich
jsou uvadéna davkovani:

- 20 minut jednou tydné po dobu tii tydni;

- tfi davky tydné po dobu 14 dnt, pak jednou mésicné

(doba expozice nespecifikovana);

- tfi expozice trvajici 45 minut béhem jednoho tydne.

Novéji byl popsan téz tzv. kometarni vyboj s néktery-
mi vyhodnymi vlastnostmi [20, 21]. Jeho mikrobicidni
ucinek miize byt zlepSen vlozenim kovové miizky do
hlavice jeho zdroje [17]. Jedna se o stejnosmérny vyso-
konapétovy vyboj typu koronového vyboje, projevujici
se smérovanym proudem aktivnich ¢astic tryskajicim
z kladné elektrody. Vzhledem i u¢inky pfipomina casto
pouzivany plasma jet, oproti nému vSak nepotiebuje
ptidavny zdroj nosného plynu. Kromé baktericidniho
u¢inku je téZ vyznamny jeho ucinek fungicidni,
srovnatelny s jinymi zdroji plazmatu [24, 11]. Schematic-
ké usporadani ru¢niho pristroje produkujiciho kometar-
ni vyboj je uvedeno na obrazku 1, skutecnd situace pfi
jeho pouziti pak na obrazku 2.

Nase in vitro studie dezinfekénich ucinka plazmatu
prokazaly obecné mensi citlivost vlaknitych hub: jejich
inaktivace bylo dosazeno po expozici v fadu desitek mi-
nut, zatimco bakterie byvaji inaktivovany nékdy i po ex-
pozici kratsi nez jedna minuta. Vyznamné jsou rozdily
v citlivosti rznych rodt a druhi, kdy nékteré jsou inak-
tivovany jiz po nékolika minutdch, zatimco jiné prezivaji
i expozice del$i nez 40 minut. Tak napt. byly za srovnatel-
nych podminek kompletné inaktivovany vsechny kmeny
druht T rubrum a T. interdigitale po 25 minutach expo-
zice, zatimco u druht T. benhamiae (dtive Arthroderma
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Obr. 2. Fotografie pristroje pii expozici postizené koncetiny
nizkoteplotnim plazmatem

Zdroj plazmatu, schematicky znazornény na obrazku 1, je uza-
vien v plexisklovém pouzdre a upevnén v teleskopickém drza-
ku. Prsty exponované nohy jsou uzavfeny v plastovém obalu.

benhamiae) a Nannizzia gypsea byl kompletné inaktivo-
van jen jeden ze tfi testovanych kment. Podrobnéji uva-
déji vysledky téchto in vitro studii Souskova et al. [23, 25]
a Scholtz et al. [18].

Ve studiich in vivo byla mj. prokdzana schopnost kome-
tarniho vyboje dezinfikovat fyziologickou bakterialni mi-
krofléru lidské pokozky béhem jednorazové desetiminu-
tové expozice [10]. Moznost terapie kozni dermatofytozy
byla prokazdna na morcatech experimentalné infikova-
nych T. mentagrophytes: po desetiminutovych expozicich
kometarnim vybojem, aplikovanych ve dvou- az tfiden-
nich intervalech, bylo zji$téno vymizeni objektivnich
priznakt, v koznich stérech pak byl nalezen vyznamny
pokles infek¢nich zarodku a jejich tplné vymizeni o ty-
den dfive nez u nelécenych zvirat. Nebyly zjistény zadné
vedlej$i ucinky této terapie [19, 12]. Terapeuticky tc¢inek
plazmatu byl ovéfen i na klinickém pripadu dvacetileté
studentky, postizené koznim onemocnénim v levém hor-
nim kvadrantu hrudniku: kruhové 1éze o priméru cca
7 cm byla poseta drobnymi pustulkami a méla typicky
vzhled tiney corporis. Z 1éze byl izolovan T. interdigitale,
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pacientka se na vlastni riziko rozhodla pro autolécbu ko-
metarnim vybojem. Na exponované poloviné léze se kaz-
dodenni desetiminutovou expozici podafilo potlacit jak
objektivni pfiznaky, tak i svédéni. MnozZstvi infek¢nich
$upin bylo mnohem mensi v oSetfované casti léze a pa-
togen drive vymizel v porovnani s neexponovanou po-
lovinou léze pouzité jako kontrola (podrobnéji viz [26]).

POPISY PRIPADU

V soucasné dobé probiha klinicka studie na pacientech
postizenych onychomykézou a lé¢enych v Podiatrickém
centru Medicia Ostrava. Z deseti prozatim lé¢enych pa-
cienti uvadime dale kazuistiky dvou pacientti, u nichz je
jiz mozno lé¢ebny efekt hodnotit. V obou ptipadech bylo
aplikovano nizkoteplotni plazma produkované na bazi
kometdrniho vyboje popsaného v Uvodu. V jednom pti-
padé predchazela aplikaci plazmatu nedspésnd konvenc-
ni lé¢ba. Schematické znazornéni aparatury pro generaci
kometarniho vyboje a fotografie pfistroje pti expozici po-
stizené koncetiny jsou uvedeny na obrazcich 1 a 2.

Pripad 1

Pacientka (Zena, 68 let) se poprvé dostavila do am-
bulance kozniho lékate v lednu 2015 se suspektni ony-
chomykézou dolnich koncetin. V anamnéze se vyskyto-
val diabetes mellitus prvniho typu, ischemicka choroba
dolnich koncetin, hypertenze a hypercholesterémie. Pri
vysetfeni byly nehtové ploténky palcti nohou zluté dis-
kolorované, patrné mohutné hyperkeratézy (tinea hyper-
keratotica), v meziprsti nohou se nachdzely deskvamace
a ve ¢tvrtém meziprsti vlevo ragada. Mikroskopické vy-
$etfeni podnehtové drti bylo pozitivni na dermatofyticka
vldkna, kultivaéné byl identifikovan pavodce T. rubrum.
Pacientce byla indikovana terapie myti nohou rozto-
kem hexamidini diisetionas, chlorhexidini digluconatis,
chlorcresolum, 1krat 250 ml a v meziprsti krémem cyc-
lopiroxum olaminum 2krat denné, dale byla indikovéna
chemicka ablace neht 40% ureou a nasledné ogetfeni
zméklych nehtii na pedikufe.

Po roce, v lednu 2016, se lokalni nédlez pouze mirné
zlepéil. Meziprsti bylo bez ragad. Terapie nehti pokra-
¢ovala krémem cyclopiroxum olaminum 2krat denné
a pro zmékceni nehtt byla indikovdna 40% urea mast
2krat tydné. Celkova antimykoticka terapie nebyla pouzi-
ta kvuli rizikim interakci s dal§imi uzivanymi léky (me-
toprololi tartras). Po $esti tydnech vykazovaly nehtové
ploténky podnehtové hyperkeratézy a zlutou diskoloraci,
v proximalni tfetiné nehtova ploténka slabé odriistala.
Terapie byla eskalovana aplikaci laku amorolfini hyd-
rochloridum na postizené nehty obou palcii 2krat tydné,
na ostatni nehty byl aplikovan 2krat denné krém cyclo-
piroxum olaminum a také bylo doporuceno ztencovat
nehty pilovanim.

Po nasledujicich sedmi tydnech se stav postizenych
nehti nezménil, ale terapie ziistdvala beze zmény. Po
dal$ich osmi tydnech zustaval stav stile nezménén, na-
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vic se vyskytovala hyperkeratoza s drolenim. Vzhledem
k dlouhodobé lokalni terapii onychomykozy i s rizikem
moznych lékovych interakci byla indikovana terapie ter-
binafinem v redukované davce 125 mg kazdé 2 dny po
dobu dvou tydnt, pak 125 mg jedenkrat denné.

Ke kontrole se pacientka dostavila po 4 tydnech. Te-
rapii terbinafinem sndsela dobte. Proximdlné, na nehto-
vych ploténkach obou palcti byl patrny odriist cca 2 mm.
Terapie zistavala nezménéna, po dalSich Sesti tydnech
odriistaly nehtové ploténky palcti do poloviny a u ostat-
nich nehtt dochazelo ke zhrubéni distalnich okraju. Na-
sledovala stejna terapie, ale po $esti tydnech byly vzorky
nehti stéle pozitivni na dermatofyticka vlakna.

Pacientka souhlasila s aplikaci nizkoteplotniho plazma-
tu (NTP) na postizené nehty. Tésné pred prvni aplikaci
NTP v fijnu 2016 vykazovaly distalni ¢asti nehtovych
plotének droleni a proximalné odrust zdravé ¢dsti o cca 3
az 4 mm. Nehtové ploténky ostatnich prsti byly distal-
né rovnéz postizeny onychomykézou v rizném rozsahu.
Tento stav je demonstrovan na obrazku 3a.

Od tohoto stavu do konce btezna 2017 absolvovala pa-
cientka 16 aplikaci NTP s expozici vidy dvacet minut. Pfi
kontrole v ¢ervnu 2017 byly nehtové ploténky obou palcii

dolnich kon¢etin na distalnich stranach bez hyperkeratdz
sodrustanim nehtové ploténky do pil az dvou tietin délky.
Ostatni nehty nevykazovaly mykotické zmény (obr. 3b).
Odebrané vzorky nehti byly negativni na pritomnost pi-
vodce dermatomykdzy stanovované mikroskopicky, pri-
mou detekei ribozomalni DNA a kultiva¢né.

Pripad 2

Pacient (74 let) se poprvé dostavil v listopadu 2015 do
podiatrické ambulance na doporudeni diabetologa pro
zartstani medidlni hrany nehtové ploténky palce levé
nohy. V anamnéze se vyskytoval diabetes mellitus prvniho
typu, pred 50 lety podstoupil ablaci nehtu palce levé dol-
ni koncetiny pro zartstani. Pfi vySetfeni byly na distdlni
hrané nehtové ploténky patrné nerovné okraje se znam-
kami hyperkeratézy mykotického vzhledu. Na medialni
strané nehtové ploténky se vyskytovaly znamky rozstépu,
pravdépodobné jako diisledek dtivéjsiho chirurgického
oSetfeni (obr. 4a). Pacient nepodstoupil pred timto vyset-
fenim zadnou konven¢ni terapii onychomykdzy.

V ftijnu 2016 bylo mikroskopické vySetfeni vzorku
nehtt pozitivni na dermatofyticka vldkna, kultiva¢né byl
identifikovan ptuvodce T. interdigitale.

Obr. 3a. Palce obou dolnich konéetin pred aplikaci NTP: hyper-
keratéza distalnich ¢asti nehtovych plotének s drolenim, zdrava
proximalni ¢ast ploténky cca 3-4 mm

Nehtové ploténky ostatnich prstd distalné rovnéz postizeny
onychomykoézou v riizném rozsahu.

Obr. 3b. Nehtové ploténky palcti obou dolnich konéetin po sed-
mi mésicich od prvni aplikace NTP: bez hyperkerat6z na dis-
talnich stranach, odriist nehtové ploténky do pul az dvou tfetin
délky

Ostatni nehty bez mykotickych zmén.
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Obr. 4a. Nehty dolni koncetiny pred aplikaci NTP: postizeni
nehtové ploténky v celém rozsahu, volny okraj nehtu nerovny,
se zndmkami hyperkeratdzy a droleni, na medidlni strané neh-
tové ploténky se vyskytuji zndmky roz$tépu a zartstani

Obr. 4b. Nehty dolni koncetiny pti kontrole po Sesti mésicich
od prvni aplikace NTP

Proximalné je po celé bazi patrnd odrustajici zdrava nehtova
ploténka v délce cca 5-6 mm. Nehet ma v distalni ¢asti rovné
okraje bez hyperkeratdz. Medialni hrana nehtu je elevovana ko-
rekei zartstajiciho nehtu a shora fixovana specialnim akrylem.
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V listopadu 2016 byla zahdjena aplikace NTP a do bfez-
na 2017 pacient absolvoval 16 aplikaci NTP s expozici
vzdy po 20 minutach. Zarustajici pahyl nehtové ploténky
na medialni strané byl zaroven osetfen, elevovan a zpev-
nén specialnim akrylem.

P1i kontrole po Sesti mésicich od prvni aplikace NTP
byly odebrané vzorky nehtd negativni na pfitomnost pi-
vodce dermatomykdzy stanovované mikroskopicky, pri-
mou detekci ribozomdlni DNA i kultiva¢né. Odrustajici
nehtova ploténka byla patrnd z proximalni strany po celé
bazi v délce cca 5-6 mm. Nehet mél v distalni ¢asti rovné
okraje bez hyperkeratdz (obr. 4b).

DISKUSE

Studie in vitro [18,23, 25], citované v Uvodu, ukazaly po-
mérné dobrou citlivost hub k nizkoteplotnimu plazmatu,
jehoz aplikace zptsobovala jejich inaktivaci jak ve vodné
suspenzi, tak i na polotuhych kultivacnich pidach. Tato
inaktivace ovsem neni bez problémi: na rozdil od dobre
citlivych bakterii vyzaduji napf. kvasinky k inaktivaci obec-
né delsi dobu expozice, tato doba je jesté delsi v pripade
vlaknitych hub. Prestoze se aplikaci NTP dafilo koncent-
raci spor nékterych druhi, respektive kmena snizit, neda-
filo se je v rozumné dobé kompletné inaktivovat. Pro zde
uvadénou aplikaci je priznivé, Ze pivodci dermatomykéz
vykazovali v experimentalnich studiich zpravidla dobrou
citlivost na NTP. To plati i pro studie in vivo provedené na
zvifecim modelu i na lidskych pacientech [12, 19, 26].

Predlozené vysledky jsou jen dil¢i etapou v dlouho-
dobém sledovani ucinnosti aplikace nizkoteplotniho
plazmatu na terapii onychomykoézy, nicméné je povazu-
jeme za nadéjné, v ¢emz nas podporuji i dil¢i vysledky
terapie zde dosud neuvedenych pacientd. Terapeuticky
efekt NTP povazujeme za prokdzany jak u pacienta po
nedspésné konvendni terapii, tak i u pacienta dosud nelé-
¢eného. Dalsi vysledky této klinické studie budou publi-
kovany po skoncent jeji dalsi etapy.

Pfedmétem dalsiho studia budou jak optimalizace
jeho fyzikalnich parametrd, tak i jeho aplika¢ni schéma.
Terapeuticky efekt by se mohl zlepsit pri Castéjsi aplika-
ci plazmatu, neumoziujici regeneraci infekéniho agens
v dobé mezi jednotlivymi expozicemi. V predchozim te-
rapeutickém experimentu [26] se osvéd¢ila kazdodenné
opakovana aplikace; toto schéma ovSem v nasem piipa-
dé nardzi na organizac¢ni a technické potize. Davkovani
plazmatu je dosud nevyfeseny problém, jak dokladaji vy-
razné rozdily v aplika¢nich schématech vyse citovanych
klinickych studii.
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