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新 規 イ ミ ダ ゾー ル誘 導 体oxiconazole nitrateのin vitro

抗 真 菌 活 性 に 関 す る 検 討

平 谷 民 雄 ・内 川 勝 久 ・山 口 英 世

帝京 大学医学部医真劇研究 セン クー

(昭和59年3月29日 受付)

新規 イ ミダゾール誘導体oiconazole nhrate (OCZ)のin vitro抗 菌活性を主 としてSabouraud

dextrosca即rヒ での希釈法に よ り測定 した。各種真菌に対す るMIC値 は,培 地の 種顛に よって

異な り,接 衝菌駄の増大 および判定 までの培養時間の延 長によ り上昇したが,そ の程度には菌種間

お よび同一菌種内の菌株間 でも相違が認め られた。 一方,培 地pHの 影響は比較的軽微であった。

これ らの環境的要因を考慮 して設定 した条件下で広い範囲の医学的 に重要な真菌に 対するOCZの

抗 菌活性 をdotrimazole (CTZ)お よびmiconazolc nitrate (MCZ)を 対照薬剤として測定した。

OCZは 広い抗真菌スベ ク トルを示し,試 験 したすぺ ての 真菌菌株の発育を10 μg/ml以 下の濃度

で完全に阻 止した。OCZ感 受 性は,一 部のcandidaを 除 く酵 母 状 真菌,黒 色酵母,S.schenckii

を除 く二形性 真菌が最 も高 く(平 均MIC値<0.1μg/ml),次 いで皮膚糸状菌 および 真菌性足菌腫

原因菌(平 均MIC値0.04～0.5 μg/ml).多 くのCandidaお よびAspergillusな ど(平 均MIC

値0.1～4 μg/ml)の 順であ り,Absidiaを 除 く接合菌が 最 も低い 感受性を 示 した(平 均MIC値

2.5～6.3 μg/ml)。OCZの 抗菌活性 は,す ぺてお よび大部分の菌株について 同一条件下で測定した

MCZお よびCTZの 抗菌活性をそれぞれ上回 っていた。対照 イ ミダ ゾール剤 と比較 してOCZは 特

にC. neoformansに 強い抗菌力を示 した(平 均MICO.049μg/ml)。ocZは 種 々の グラム陽性球

菌お よび桿菌に対 しても比較的強い抗菌活性を示 し,Bacteroides発 育を阻止 した。OCZの 抗菌作

用 は静菌的傾向が強か ったが,20μg/ml以 上の濃度では緩慢な殺 菌的効 果を示 した。本剤に対する

自然耐性菌は試験 した真菌菌 株中に は見 出されず,人 工的な耐性誘導 も成功 しなか った。

Oxiconazolenitrateは,ス イスSiegfriedAGで 合

成 され たZ〔-2,4-dichloro-2- (imidazol-1-y1) acetophe-

none〕-O-(2,4-dichlorobenzyl) oximc nitrateの 化 学

式 を もつ 新 しい イ ミダ ゾ ール 誘導 体 で あ る(Fig.1) 1)。

POLAK2)は この 化 合 物 の抗 菌 活 性 に つ い て精 力 的 な 検 討

を 行 な っ た結 果,試 験 した す ぺ て の病 原 真 菌 な らび に ア

クチ ノ マイ セ ス に 対 し強 いin vitro発 育阻 止 作 用 を 示

し,さ ら に 動 物 に お け る実 験 的 白癬 菌 感 染症 お よび

candida albicansやHistoplasma capsulatumに よ

る全 身 的 感 染症 に対 し有 意 な 治 療 効 果 を 認 め て い る。

わ れ わ れ はoXiconazole nitrateが 抗 真 菌剤 と して真

菌 症 特 に 表 在性 真菌 症 の局 所 的 治 療 に 用 い うる 可 能性 を

期 待 し,POLAKのin vitro成 績 を 確 認 す るの み な らず

さ ら に詳 細 な情 報 を 得 る こ とを 目的 と して 検 討 を 行 な っ

た 。

I.実 験 材 料 と方 法

薬 剤:oxiconazole nitrate (lot no. 009488;東 京 田辺

製 薬 株 式 会社;以 下OCZと 略),clotrimazole(パ イエ

ル薬品株式会社;以 下CTZと 略)お よびmiconazole

nitrate(持 田製薬株式会社;以 下MCZと 略)の各精製

原末標品を試験薬剤 として用いた。いずれも100%ジ メ

チ ルスルホキ シ ド(DMSO)に 溶解 し,8 mg/mlに 調製

して原液 として,-20℃ に保存した。

使用菌株:抗 真菌 活性の測定には,保 存菌株のなかか

ら医学的に重要な ものを中心に選んだ26属,48菌 種

194株 を使用 した。また細菌に対する抗菌試験には,群

馬大学医学部薬剤耐性実験施設井上松久博士より分与さ

Fig. 1 Chemical structure of oxiconazole nitrate
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れた 日本化学療法学会推奨のMIC測 定用標準菌株8)を

含む好気性または通性株気性細菌13菌 種,17株 お よび

岐阜大学医学部附頭嫌気性菌実験施設上野一恵博士 より

分与された偏性嫌気性菌7菌 種各1株 ずつを使用 した。

1) 真菌に対す る薬剤 の最小発育阻止濃度(MIC)の

測定

(i) 接種菌液の調製:酵 母 状 真 菌 はSabouraud

dextrose broth(SDB)で30℃,48時 間振盪培養を行な

った。これを同一培地で20～100倍 希釈した後,さ らに

6時間振盪培養して対数増殖培養を得,特 に ことわ りの

ない限 り約106細 胞/mlの 濃度に調 整し,接 種菌液 とし

た。糸状菌ならびに菌糸形発育 を示す二形性真菌につい

ては,分 生子が豊富に形成 されている 成熟 期のSabou-

raud dextrose agar(SDA)斜 面培養(20～30日 培養)

に3～5mlの0.1%(w/v)Tween 80を 含む滅菌生理食

塩水を加え,滅 菌 白金耳を用いて斜面部表面を擦 って分

生子を遊離させた。得 られた分生子懸濁液を滅菌 ピペ ッ

トで回収した後,2枚 重ねの滅菌ガーゼを通 して〓過す

ることにより菌糸塊や寒天小片を除去 した。炉過液 は特

にことお りのない限 り106細 胞/mlの 濃度に調整 し,接

種菌液 として用いた。なお接種菌量の影響を調 べる実験

においては,酵 母状真菌お よび糸状菌 とも104～108細

胞/mlの 範囲で種 々の濃度の菌液を調製 し,接 種菌液 と

して用いた。

(ii) 試験培地;抗 真菌 スペ ク トル測定その他の実験

で特に指示 されていない場合に は,pH無 修正のSDA

を試験培地 として 用いた。 また,培 地組成の 影響を調

べる実験には,SDAに 加えてKimmig agar,yeast

morphology agar(Difce)お よびbrain heart infusion

agarの3種 の固形培地を併用 した。培地pHの 影響を

検討する実験においては,SDAをN-NaOHでpH4～

8の 範囲に修正した ものを使用 した。

(iii) 試験実施法:わ れわれが従来か ら用いてきた寒

天平板希釈法に準拠 して試験を行な った4)。SDAそ の他

の試験培地に 最終濃度0.04～80μg/mlの 範囲 のOCZ

または対照薬剤を含む2倍 希釈系列 の平板培地を作製 し

た。 薬剤溶液は 寒天培地の1/100容 を 添 加 し,溶 媒

(DMSO)の 最終濃度が1%(v/v)に なるよ うに した。

上記の方法で調製 した接種菌液 を標準 白金耳に より1白

金耳量(約0.003ml)と り,各 平板培地 に約15mmの

長さに画線塗抹 して菌接種を行な った。接種平板 は直ち

に30℃ のふらん器に移し,薬 剤無添加 の対照平板上で

コロニー発育が肉眼的に 明瞭に観察 できるよ うにな った

時点で発育の有無に 基づいて 判定を 行な った。 す なわ

ちコロニー発育が 肉眼的に まった く 認め られない 平板

に含まれる 薬剤濃度の 最小の ものを 最小発 育阻止濃度

(MIC)と 判定 した。

2) 細菌に対する薬剤の最小発育阻止濃度(MIC)

の測定

好気性ならびに通性嫌気性細菌に つ い て は,前 培養

にMueller-Hinten broth(Difco),感 受 性 測 定 用 に

Mueller-Hinton agar(Difce)を それ ぞれ用い,日 本化

学療法学会に よる標準法5)に従 ってMIC値 を測定 した。

また この場合に同一薬剤につ いて2組 ずつ 希釈系列平板

をつ くり,そ の両者に菌を接種 した後,1組 は通常の好

気的条件下37℃,2日 間培養 して判定を行な ったが,他

の1組 については 偏性嫌気性菌 と 条件を 揃える ために

Gas-Pak jar内 で37℃,3日 間嫌気培養を 行 なっ て

MIC値 を判定した。 偏性嫌気性細菌については,前 培

養にGAM半 流動高層培地(日 水)を,MIC測 定用に

GAM agar(日 水)お よびMuelier-Hintonagar(Dif-

co)を 用い,基 本的には 日本化学療法学会の 定める 方

法6)に準拠 して測定を 行なった。 各薬剤含有平板に前培

養か ら調製 した 接種菌液1白 金耳量画線 して 接種 し,

Gas-Pak jar内 で37℃,3日 間培養 した後,MIC値 を

判 定した。

3) 殺菌作用の測定

Candida albicans TIMM 0144,TIMM 0163,Toru-

lopsis glabrata TIMM 1062,TIMM 1064お よびTri-

chophyton mentagyophytes TIMM 1177,TIMM 1189,

以上6株 を試験菌 として選んだ。酵母状真菌の4株 はい

ずれ もSDB中37℃ で1夜 振盪 した後,こ れを新鮮培

地で約5×105細 胞/mlの 濃度に調整 した菌液をつ くり,

0.31,1.25,5,20お よび80μg/mlに なるよ うに薬剤溶

液を入れたL型 試験管に10mlず つ分注 し,37℃ で振

盪培養を行な った。培養開始後6時 間 目と24時 間 目に

各試験管か ら試料 を採取 し,常 法に従ってSDA平 板上

で生菌数(CFU)を 測 定 した7)。 皮膚糸状菌T.men-

tagrophytesの2株 については,MIC測 定法の項で述べ

た方法に より採取 した分生 子を約105細 胞/mlの 濃度に

なるよ うに0.1%Tween 80加SDBに 浮遊 した ものを

その まま(静 止分生子),ま た は48℃,10分 間加熱処理

した後27℃,5時 間イ ンキュベー トして 発芽 させた も

の(発 芽分生子)を それ ぞれ試験菌液 とし,薬 剤添加後

27℃ で振盪培養を行なった。培養開始後6,24お よび

48時 間 目に試料を採取 し,酵 母状真菌の場合 と 同様の

方法に よ り生菌数測定を 行なった。 ただしT.menta-

grophytesの 場合には コロニー発育の 観察を2週 間後ま

で行な った。

4) 耐性誘導実験

C.albicans TIMM 0144,TIMM 0163お よびT.

glabrata TIMM 1062,TIMM 1064,以 上4株 の酵母状
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其 菌株を試験菌 として用いた。各 桝のSDB培 養(107

細 胞m1)の1白 金耳量 をOCZ 0,01～80μg/mlを 含有

す るSDA平 板に接種 し,711間,27℃ で堵艶を行な

った 。発育をみた最大濃度薬剤 平板か ら菌を採取 し,約

107細 胞/mlの 菌液 をつ く り,同 じ薬剤濃度系列のSDA

平 板に接種,培 養 した。 この継代培養を約15代 行なっ

た。

11,實 験 結 県

1.Oxiconazole nitmteのin vitro抗 菌活性測定値

に影響 を及ぼす賭嬰因の検討

一般にイ ミダ ゾール剤のin vitro抗 菌作用は,斌 験菌

の生理学的要 因に 加えて,環 境的要囚に 大唇 く 左冶さ

れ,MIC値 の確定が困難だ とされ ている8,9)。これ らの

要因のなかで特に培地組成,培 地pH,接 種菌量および

判定までの培養時間が各種真菌に対す るOCZのMIC

値 に どの ような影 を及ぼすか を検討 した。

Table 1は,C.albicans, T.glabrataお よびT.men-

tagrophytes各2株 に対す るOCZの 発育阻止作用を寒

天希釈 塗に よって測定 した場合に,4種 の異なる固形培

地がMIC値 に及ぼす 影響を 検討 した 実験の成績であ

る。"実験材料 と方法"で 述べた よラに,ま ったくコロニ

ー発 青を認めない最小薬剤浸度 をMIC値 と判定した値

が衰の敬値であ るが.Cakbicansお よびT.mentagro-

phytesの 菌株に ぉいては,表 示MIC値 の1/4～1/16低

い濃度域 まで部分的な発育阻止がみられた。各菌株の発

青速度 は,培 地の 種顛によって 異なっていたが,いず

れにおいて も 培地 日教 と ともに 発青が 進むにつれて各

MIC値 け 上昇す る傾向を示 した。 また,培 地が異なれ

ぱ,一 定培 餐時点の特定株に対す るMIC値 ならびに培

養時期に依存するMIC値 の上昇の程度はいずれも異な

って くるが,こ の相違 は 同一菌種の 株間にも認められ

る。試験 した4種 の培地の間で大部分の株についてはさ

ほ ど大 きなMIC値 の相違はみ られなかったが,Ｔ.gla-

brataの1株(TIMM1064)でKimmig agar (KA)と

Table 1 The inhibitory activity of oxiconazole nitrate determined on several different solid

media after incubation for different periods of time.

* No visible growth on drug -free control plates.
** SDA

, Sabouraud dextrose agar; KA, Kimmig agar; YMA, yeast morphology agar; and BHIA, brain
heart infusion agar.
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Table 2 The inhibitory activity of oxiconazole nitrate determined on Sabouraud dextrose agar
with different pH values.

* MIC values were read after 2 days (for Candida and Torulopsis) or 5 days (for Trichophyton) .

Table 3 The inhibitory activity of oxiconazole nitrate determined on Sabouraud dextrose agar by an agar

dilution method employing different inoculum sizes and periods of incubation.

*

 No visible growth on drug-free control plates.
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Table 4 Antifungal activities of oxiconazole nitrate, miconazole nitrate and clotrimazole
against medically important yeasts as determined by agar dilution

MIC values for Candida except C. pseudotropicalis were read after 2 days and those for other yeasts

after 4 days.

Antifungal: OCZ, oxiconazole nitrate; MCZ, miconazole nitrate; and CTZ, clotrimazole.

a) MIC (ƒÊg/ml) required to inhibit 50% of strains tested .

b) MIC(ƒÊg/ml) required to inhibit 90% of strains tested.

c) Values of <0.04 treated as 0.04.
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brain heart infusion agar(BHIA)で は 他 の2つ の培 地

すなわちSabeuraud dextrose agar(SDA)とyeast

morphology agar(YMA)に 比 べ て 極 端 に 高 い値 を 示 し

た。 またSDAとYMAを 比 較 す る と,YMAの 方 が 幾

分低いMIC値 を与 え る傾 向 が み られ る もの の,こ の 培

地上で は全 般的 に 真菌 発 育 が不 充 分 で あ り,な か に は ほ

とんど発育 しない皮膚糸状菌株 もかな りの頻度で見出さ

れた。以上の点を考慮 した結 果,広 範囲の真菌に対す る

OCZのin vitro抗 菌活性を評価する上でSDAが 適切

であると判断された。

pH無 修正のSDAは 約5。6のpH値 を示すが,次

に真菌発育が充分起 こる4～8のpH域 内でpHの 変動

Table 5 Antifungal activities of oxiconazole nitrate, miconazole nitrate and clotrimazole

against opportunistic fungal pathogens as determined by agar dilution

All MIC values were read after 3 days.

Antifungal: OCZ, oxiconazole nitrate, MCZ, miconazole nitrate; and CTZ, clotrimazole.

a) MIC(μg/ml)required to inhibit 50% of strains tested .

b) MIC(μg/ml)required to inhibit 90% of strains tested .

c) Values of<0
.04 treated as 0.04.
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に よ りMIC値 が どの よ うな 影 響を 受け るかを 検討 し

た。Table 2の 成 績か ら明らかな よ うに,そ の影響は比

較的 軽微であ り,菌 稲 または株間 で も若 干異な っていた

が,全 般的には5～7の 範 囲で比較的 低いMIC値 が得

られた。 した が ってOCZに 関 して は,pH無 修 正の

SDAが 充分使用に耐える ことが知 られた。

Table3は 接種菌量お よび判定 ま で の 培 養 日数 が

MIC 値に及ぼす影讐 を示 している。接種 菌量105～106

細胞mlの 範囲で,T. mentagrophytesに 対す るMIC値

は比較的安定 しているのに対 し,C. albicansに おいて は

106細 胞/mlか ら1(,7細 胞/1111に接種菌量が増大す ると

朋 らかにMIC値 の 上昇が認め られ,108細 胞/mlに な

る とこの傾向はさ らに顕著 とな った。C.albicansの 場台

よ りも軽度なが らT. glabrotaに おいて もlrd様の接種菌

量効 果が認め られた。 また,発 育が不充分な期間,す な

わちC. albicansやT. glabrataで は接種後2日 以内,

T. mentagrophytesで は7日 以内の 時期には 培養 日数 と

ともにMIC値 の上昇が認め られたのは当然 として も,

特にC. albicansに おいては その後 も 依然 としてMIC

値 の上昇傾 向が続 き,し か も上昇の程度は接種菌 量が 小

さいほ ど顕著であ った。以上の成績か らOCZに 関 して

も,他 の イ ミダ ゾール剤 と同様に,過 大にならない和 柴

の接種菌量で しか も充分な発育が認め られ る最小培養期

間 内で判定を行な う場 合に,低 いMIC値 が 得 られ る こ

とが知 られた。

2. Oxiconazole nitrateの 抗真菌 スベ ク トル

上述の成績を考慮 して設定 した実験 条件に基 づき,広

範囲の医学的 に重要な真菌菌種に対す るOCZの 抗菌活

性について,既 存の イ ミダ ゾール系抗真菌剤clotrima-

zole (CTZ)お よびmiconazole nitrate (MCZ)を 対照薬

として比 較測定 した。

表在性真菌症な らびに深在性真菌症の主要 原 因 菌 を

含 む酵 母状真菌6属13菌 種66株 に対する 各 薬 剤 の

MIC値 をTable 4に 示す。Cmdida 7菌 種のなか で最

も広 い感受性分布を示 した の はC. albicansで あ り,

OCZに 対 しては ≦0.04～10 μg/ml.CTZとMCZに 対

しては ≦0.04～5 μg/mlの 範囲に分散 した。 平均MIC

値で比較する と,最 も 高いOCZ感 受性を 示 した のは

C. pseudotropicalisとC. stellatoideaで あ り(0.039 μg/

ml),こ れに対 してC. t/opicalisは 最 も 低 い 感 受 性

(3.150 μg/ml)を 示 した。他の2剤 につ いて もOCZと

伺様の感受 性パターンが認め られた。C. albicansに 対す

るOCZの 平均MIC値 は0.725 μg/mlで あ り,CTZ

お よびMCZも これ とほぼ同等の値を示 した 。全般的に

み て,candida菌 種に対す るOCZの 抗菌活性はCTZ

とほぼ同等か また は幾分低 く,MCZよ りは高い ことが

知 られ た 。C.albicans.C.tropicalisな どの比較的感受性

の 低 い 菌 株 に お い て は,各 薬 剤 と もMIC値 の1/2～1/

111の 濃 度範 囲 で 部分 的 な 発 青阻 止効 果を示した
。

c4"dida以 外 の 酵 母 状 真 菌活 性に ついて 薬剤間で比

較す る と,MCZはCTZよ り も 高 か ったが,OCZは

それ 以 上に 優 れ て お り,T. glabrata,C. neoformans,

Trichosporanな どその 他 の 菌 種 に対す る平均MIC値

は.そ れ ぞれ0.110μg/ml,0.049 μg/mlお よび0.039～

0.055ug/mlと 宮し く低 く.特 に前 二者の値は対応する

CTZの 値 の1/10以 下 であ った。

Table 5は.通 姓 感 染症 の 潜在 的 原因菌である糸状菌

10菌 稲26株 の薬 剤 感 受 性 を示 す 。Aspergillusお よび

Penicilliumに 属す る菌 株 に対 す るOCZのMIC億 よ

0.31～5μg/mlと い う比 較 的 狭 い範 囲に まとま り,他 乃

2剤 と比 べ て大 差 な い 抗 菌 活性 を示 した。一方。接合菌

に 属 す る 歯種 のOCZ感 受 性 、よ低値(0.156μg/ml)を 示

すAbsidia菌 種 を除 い て す ぺて2.5～6.3 μg/mlの範囲

で あ り,試 験 した 全 真菌 群 中 で 最 も高い平均MIC値 で

あ った 。 このOCZの 抗 菌 活性 は 接台 菌全菌について

MCZの そ れ よ り も高 く,Mucorを 除 けばCTZよ りも

勝 って い た 。 これ らの 多 く ろ菌株 で はMIC値 の1/2～

1/8の 範 囲 で 明 らか な 部 分的 発 育阻 止が認 められた。

皮 下 真 菌症 原 因菌 に 対 す る3剤 の抗菌 活性をTable 6

に ま とめ る。OCZ感 受 性 はS. schenckiiが 最も低く,9

株 の 平均MIC値,よ0.729 μg/mlで あ った。しかし,こ

の値 はMCZお よびCTZの 対 応す る値のそれぞれ1,3

お よび1/30に 過 ぎず,従 来 よ りイ ミダ ゾール剤に感受

性が 比 較 的 低 い とい わ れた 本 菌 に対 してOCZは 優れた

抗 菌 力を 示 した 。 ク ロモ ミコー ンスの 原因 となる黒色酵

母6菌 種(25株)に 対 す るOCZの 平均MIC値 はすべ

て0.1 μg/ml以 下 で あ り極 めて 強い阻 止活性を示した。

このOCZの 活 性 はMCZ,CTZの いず れ よりも強いも

の で あ った 。 真菌 性足 菌 腫 の 原 因菌5菌 種(13株)に 対

す る抗 菌 活 性 も3剤 の な か でOCZが 最 も 強 く,平 均

Mlc値 は0.039～0.496 μg/mlの 範囲 に入った。

Table7に 示 され る よ うに,深 在性真菌症の原因とな

る二 形 性 真 菌5菌 種(17株)は いずれ もOCZに 対し高

度 感 受 性 で あ り,平 均MIC値 の分 布 範 囲 は0.039～

0.156 μg/mlと 低 値 を 示 した。OCZに 比べて,MCzお

よびCTZに 対 す る感 受 性 は 幾分 低か った。

Table8は,主 要 な 皮 膚 糸状 菌症 原因菌である7が

c加 助ytm4菌 種(20株),Microsporum 3菌 種(13

株)お よびEpidermophyton 1菌 種(5株)に 対する

OCZと 対 照2剤 の 抗 菌 活 性 を示 す。 いずれの 菌種も3

剤 に対 し 高 い 感 受 性 を 示 し,平 均MIC値 は すべて

0.039～0.625 μg/mlの 範 囲 内で あ った。さ らに詳細こ比
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Table 6 Antifungal activities of oxiconazole nitrate, miconazole nitrate and clotrimazole against
fungal pathogens causing subcutaneous mycoses as determined by agar dilution

MIC values were read after 3 days (for S.schenckii), 4 days (for mycetoma-causing, fungi except

P. jeanselmei), or 7 days (for other fungi).

Antifungal: OCZ, oxiconazole nitrate; MCZ, miconazole nitrate; and CTZ, clotrimazole.

e) MIC (μg/ml) required to inhibit 50% of strains tested.

b) MIC (μg/ml) required to inhibit 90% of strains tested.

c) Values of<0
.04 treated as 0.04.



576 CHEMO THER APY SEPT. 1984

Table 7 Antifungal activities of 0xiconaol¢ nitrate. mlconazole nitrate and　 clotrimazole agalnst

dimorPhic fullgal pathog0ns causing dcep-seated mycosfs as detcrmlncd by agar dilution

All MIC values were read after 7 days.
Antifungal: OCZ, oxiconazole nitrate; MCZ, miconazole nitrate; and CTZ, clotrimazole.
a) MIC (pg/ml) required to inhibit 50% of strains tested .
0 MIC (//g ml) required to inhibit 90% of strains tested.
C) Values of <0 .04 treated as 0.04.

較す る と,OCZの 抗菌活性はMCZよ りは僅かなが ら

強 く,CTZと 同等 または幾分弱い傾向がみ られたが,有

意 な差 とは確定で きなか った。比較的感受 性の低い菌株

の大部分 は各薬剤に対 してMIC値 の1/2～1/16低 い濃

度まで部分的に発育が抑制 された。

3. Oxiconazole nitrateの 抗細菌作用

Table 9は,好 気性または通性嫌気性の標準的細菌菌

種 に対す るイ ミダ ゾール系薬剤3剤 の抗菌活性を寒天 希

釈法に より測定 した成績を示す。いずれの薬剤に対 して

も球菌,桿 菌の別な くグラム 陽性菌のみが 感受性を 示

し,グ ラム陰性菌は すべて 非感受性であ った。 グラム

陽 性菌 に対す るOCZのMIC値 は,0.20 μg/mlと い

う高度感受性のM. luteusを 除けばす ぺて3.13～6.25

μg/mlの 狭い範囲に集中した。薬剤間の抗菌力の強 さは

MCZ> OCZ> CTZの 順であ った。 また,通 性嫌気性菌

については嫌気的条件下で も測定を行 なったが,好 気的

条件下 と基本的に変 らないMIC値 が得 られ,酸 素分圧

に よる影 響を受けない ことが示唆 され た。

Table10に 示 される ように,Bacteroides, Peptococ-

cus, clostridium各 属の偏性嫌気性菌 は,い ずれ もイ ミ

ダ ゾール剤感受性であ った。OCZのMIC値 は,接 種菌

量106細 胞/mlを 用 いてGAM培 地上で測 定した場合

に は3.13～50 μg/mlの 範囲であ り,さ ほ ど強 いもので

はなか った。明 らかな接種菌量効果が認められ.接種菌

量を108細 胞/mlへ 増量すると.MIC値 は2～16倍上

昇 した。GAM培 地に比ぺて発育支持力の弱いM-H培

地を使用 した場合 にはMIC値 は1/8以 下に低下した。

偏性嫌気性菌に対す る抗菌活性 は3荊 のなかでMCZが

最 も強 く,OCZはCTZよ りもさらに弱いようであっ

た0

4. Oxiconazole nitrateの 殺菌作用

上述の成績か らOCZが 広範囲の病原真菌に対して強

い抗菌活性を示す ことが 明らかになった。この抗菌活性

が主 として静菌作用に基 づ くものかそれ とも殺菌作用に

よるものかを検討す るために,液 体培養の生菌数が時間

とともに 薬剤に よって どの ように 変動するかを追跡し

た。

Fig. 2は,C. albicansお よびT. glabrata各2株 の栄

養形細胞 を種 々のOCZ濃 度下でSDBに 浮遊し.振盗

培養開始後.6時 間 目と24時 間 目に採取した培養の生

菌数の 増減 を示す。Calbicansで は2株 とも80 μg/ml

まで まった く殺菌的効果は認め られなかった。これに対

して,T.glabrataに おいては20 μg/ml以上のOCZ存

在下で6時 間 目か ら,ま た0.31～1.25 μg/ml以上の薬

剤濃度下では24時 間 目に生菌数の減少が認められた。

この殺菌作用 は薬剤濃齢 よび培養時間とともに顕著と
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Table 8 Antifungal activities of oxiconazole nitrate, miconazole nitrate and clotrimazole

against dermatophytic fungi as determined by agar dilution

All MIC values were read after 4 days.

Antifungal: OCZ, oxiconazole ntrate; MCZ, miconazole nitrate; and CTZ, clotrimazole.

a) MIC (μg/ml) required to inhibt 50% of strains tested .

b) MIC (μg/ml) required to inhibt 90% of strains tested.

c) Values of<0
.04 treated as 0.04.

なり,80μg/mlのOCZは24時 間後 に接種細胞の99%

以上を殺菌した。

Fig.3Aは,T.mentagrophytes 2株 についてそれぞ

れの分生子を種々の濃度でOCZを 含有す るSDBに 懸

濁 して培養し,6,24お よび48時 間後に生菌数が どの

ように変動するかを示 した ものである。2株 の間で多少

の相違はみ られるものの,0.31μg/mlで も24時 間以後

生菌数の減少傾向がみ られ,20μg/ml以 上の薬剤濃度下

では6～48時 間以後95～99%以 上の細胞が殺菌 され

た。一方,発 芽 させた分生子を用 いて同様の実験を行な

ったが,OCZの 殺菌的効果に 大 きな相違は 認め られ な

か つた(Fig.3B)。

5. Oxiconauole nitrate耐 性の誘導

C.albicansお よびT.glabrata各2株 を用い,種 々の

濃度のOCZを 含むSDA斜 面に継代培養を くり返 し,

多段階的にOCZ耐 性を誘導 し,耐 性菌 の選択分離を試

みた。しか し,い ずれの株において も15代 継代培養 し

た後のMIC値 は初代培養開始前のそれ とほ とんど変 ら

ず,ま れに分離 される4～8倍MIC値 の上昇した コロ

ニーも,そ の耐性が維持で きず,次 の継代培養後は もと

の低いMIC値 に戻 っていた。

III. 考 察

従来,開 発 されたすべ ての イ ミダゾール剤のin vitro

抗菌活性は 感受性試験 の方法論に依存 して大 きく変 る

ことが多 くの研究者に よつて報告 され できた。MCZな

どの イ ミダゾール剤に つ い て 詳 細 に 検 討 を 加 え た

HOEPRICHお よび彼の共 同研究者は,複 合培地に比 べて

合成培地のほうで抗菌活性が よ り強 く発現 される ことを
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Table 9 Antibacterial activities of oxiconazolo nitrate, clotrimazole and miconazole nitrate
against aerobac and facultative anaerobic bacteria as measured by agar dilution

on Muellvr-IIinton agm

(—): Indicates no visible growth on drug-free control plate.
*: Aerob ., tested under aerobic conditions; Anaerob., tested under anaerobic conditions.

Antifungal: OCZ, oxiconazole nitrate; MCZ, miconazole nitrate; and CTZ, clotrimazole.

Table 10 Antibacterial activities of oxiconazole nitrate. clotrimazole and miconazole nitrate against
anaerobic bacteria as meaured by agar dilution on GAM agar and Mueller-Hinton(M-H) agar

(—): Indicates no visible growth on drug-free control plate.
* : Number of organisms/m1

Antifungal: OCZ, oxiconazole nitrate; MCZ, miconazole nitrate; and CTZ, clotrimazole.
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Fig. 2 Effect of oxiconazole nitrate on growth of

cultures in Sabouraud dextrose broth inocula-

ted with approximately 5•~105 CFU per ml of

cells of C. albicans or T. glabrata as measured

by viable counts. Cultures were incubated

with the indicated concentration of oxiconazole

nitrate at 37•Ž aerobically. Samples were taken

from each tube at 6 th (• ) and 24 th (•¡)

hours after the onset of incubation for viable

count.

認め,こ の差は複合培地中に存在す る拮抗物質に よる も

のと推論して いる10.1%わ れわれ は 不飽和脂肪酸,不

飽和脂肪酸残基を 含む 脂質,ま た は リポタンパ ク質が

MCZ,CTZな どのイ ミダゾール剤の抗Candida活 性を

阻害することを見出してお り12,13),こうした拮抗物質を

多量に含む培地はイ ミダ ゾール剤感受性試験には不適 と

いえよう。HOEPRICHら の成績 とは対照的に,SWAMY et

al.14)はMCZの 抗菌活性が合成培地 などの栄養的に不

足 した培地では比較的弱 くしか発現されない と報告 して

いる。一般に誘導期 または対数増殖期にあ る真菌細胞は

静止期細胞に比べて よ り高いイ ミダゾール剤感受性を示

す ことが知 られてお り15～19),したが つて極端に発育を遅

らせるよ うな栄養欠乏培地に おいては感受性が低いまま

に とどまると考え られ る。 富実,VAN DEN BOSSCHE et

al.15)は,臓 器また は酵母抽出物な どの複合栄養素を加

えて強化 した培地上 でMCZの 抗C.albicans活 性が増

強 される ことを認め,真 菌発育速度 と抗菌作用 との間に

は正の関係が成立する と結論 してい る。また,HOEPRICH

らが使用 した合成培地は脂質や リポタンパ ク質な どの拮

抗物質を含んではいないが,Mg2+お よびCa2+含 量が

比較的高い。 これ らの2価 陽 イオンが イ ミダゾール剤

の発育阻止作用 ならびに 殺菌的作用を 阻止す る こと は

COPE20)に よつて示 されている。

Mg2+な どの 陽イオンがMCZの 抗菌作用か らC.

aliicans細 胞を保護す る効果を もつ ことは,陰 性荷電を

もつ細胞表層成分 との結合に関 して イミダ ゾール剤 との

間で競合が起 きる可能性が考えられる。イ ミダゾール基

のpKa値 は約6.5で あ り,中 性か ら弱酸性すなわち真

菌発育をゆるすpH域 では イ ミダ ゾール剤 は 正の荷電

を もつか らである鋤。われわれ は リボソーム人工膜モデ

ルを用いた 実験成績か ら,同 じ脂質組成でも負の荷電を

もつ リボ ソームの方が 正に荷電した リボ ソームよ りも有

意に イ ミダゾール剤感受性が高い ことを認めてい る22)。

これ はイ ミダゾール分子が正に荷電していることがその

抗菌活性に重要 な役割を果している可能性を示唆する。

これ までにCTZ,MCZお よびeconazole(ECZ)に つ

いて得られた成績によれば,培 地pH3～8の 範囲で こ

れ らの薬剤の感受性真菌に対す るMIC値 はほ とん ど変

動 しない3,23,24)。一方,ketoconaoole(KCZ),isocona-

zole(ICZ),bifonazole(BFZ)な どにつ いては中性よ り

高いpH域 で抗菌活性が強まることが 報 告 さ れ て い

る25～27)。COPE28)はC.albicans細 胞 に よ る3H-標 識

MCZの 取 り込みを検討 し,細 胞 内へ取 り込まれ る薬剤

量がpH3以 上の反応液中で はpHが 高 くなるほ ど増加

し,pH6で ほぼ飽和 される こと,ま た,薬 剤 と 細胞 と

の結合は完全に 可逆的であ り,こ れ らの 細胞を 非標識

MCZ含 有反応液中で再び インキ ュベー トす ると,先 に

取 り込まれた[3H]MCZは ほぼ100%,液 中へ放 出され

ることを観察 した。彼はこの成績か ら,MCZが 非解離

型(中 性)の まま細胞壁 および細胞膜上の成分 と結合す

ること,し か もこの結合 は配位結合や イナン結合ではな

く,お そ らく壁や膜を構成す る脂質 との疎水結合である

ことを推定 している。 これ とよく対応す る 成績はICZ
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Fig. 3 Effect of oxiconazole nitrate on viability of suspensions dormant conidia (A) and

germinating conidia (B) prepared from t wo strains of T. mentagrophytes.' The
suspension from each strain was incubated with the indicated concentration of
oxiconazole nitrate at 27r aerobically. Samples 'ti ere taken at 6 th (C=1), 24th

(-) .rnd 48 th (-) hours a ter the on..et ,1 incubation for viable count.

A. Uoinmit conidia
TIMM 1177

Timm 1189

It G conidia
1 1\141 1177

1 IMM 11 `+

oxiconazole nitrate/gml)

について も得 られてい る。西木 ら29,は,[8H]ICZのC

albicms細 胞への取 り込み量が反応液pH5～8の 範囲

でpH値 の上昇 とともに増加する ことを見出し,こ れは

この脂溶性弱塩基性化合物が非解離型で よ り強 く親脂性

となる結果,細 胞膜脂質領域に溶解 して膜を透過 しやす

くなる ことに よるもの と推論 してい る。 さ らに皆川 ら251

も,培 地pHの 上昇に伴 うKCZ抗 菌活性の増強が分 子

内の ピベラジン基のプ ロ トン化率の低下 と密接に関連す

ることを指摘 している。

OCZに 関 していえば,CTZ,MCZ,ECZな どと同様

に,少 な くとも培地pHが5～7の 範囲では試験 したい

ずれの菌に対するMIC値 もほ とん ど変らず,そ の限 り

で は無修正で5.6のpH値 をもつSDAを 使用す るこ

とに特に問題はないと考え られる。 しか し,生 体組織 内

の生理学的条件 お よびpH依 存度の 高い イ ミダ ゾール

剤が存在する ことを考慮す るな らば,広 くイ ミダゾール

剤すぺてに適用できる 試験法 としてはpHを 中性 に修

正 した培地のほ うが 好適か もしれない。OCZの 抗菌活

性はpH8のSDAで 若干低下す る傾 向が認め られ,

MCZに ついて も同様の現象が観察 されてい る18}。しか

し,こ のpH値 は 真菌 に と って発 育可 能pH域 の上限で

あ り,し た が って 非 生 理学 的 条件 に よる影響 を受けると

考 え られ る。 この よ うに 培 地pHが イ ミダ ゾール剤の抗

消 活性 に 及 ぼ す 影 響 は,メ カ ニズ ムの点で も単純ではな

く,ま た薬 剤 の 化 学 構 造 に よ って も異な ることが うかが

わ れ る。 しか し,こ の 問 題 は薬 剤 の作用機序 とも密接に

関 係 す るの で,今 後 さ らに詳 細 な検 討が望 まれる。

OCZの 抗 菌 活 性 に よ り 強 く影 響 す る 要因 としては.

接 種 菌 量 お よび 培 養時 間 が あ げ られ る。今回の実験成績

か ら,接 種 菌 量 の増 大 お よび 培 養時 間の延長がすべての

菌 種 でMIC値 をお し上 げ る方 向 に働 き,こ の効果は特

にC.albicansやT.mentagrophytesな ど感受性が中等

度 また は そ れ 以 下 の菌 種 で 顕 著 であ った。 同様の効果

は,こ れ まで 調 ぺ られた す ぺ て の イ ミダ ゾール剤CTZ.

MCZ, ECZ, KCZ, ICZ, BFZ お よび tioconazole(TCZ)

に つ い て 報 告 され て い る10,15,17,24,26,30～88)。イ ミダゾール

剤 が 真 菌 細 胞 に よっ て代 謝 さ れ る と い う証拠はなく,

MCZに つ い て の実 験 成 績 に よれ ば,細 胞 内に取 り込ま

れ た 薬 剤 は ま った く化 学 的 変 化 を受 け ることな く細胞外

へ 放 出 され る15)。一 方,培 地 中 に添 加 したMCZが 生理
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学的条件下 でC.allbicans細 胞 に よ り大 量 に取 り込

まれることが 報告 され てい る26)。これ らの 成績か ら,

OCZを 含めて一般に イ ミダ ゾール剤が例外な く 強い接

種菌量効果を受けるのは,撞 種菌量に反比例 して細胞当

り取 り込まれる薬剤分子数が低下 し,有 効 な細胞内 レベ

ルに達しな くなることに起因す ると推論 され る。

OCZのin vitro抗 菌活性の測定に際 して注 目される

のは,C.albicansそ の他のCandida菌 種,Aspergillus

菌種,接 合菌,皮 膚糸状菌な どを 含む多数の 菌におい

て,MIC値 す なわち 完全発育阻止濃度よ りも1/2～1/

16低 い濃度の間で不完全 または 部分的な 発育阻止がみ

られた点である。POLAX2)も 同様にOCZが 酵母状真菌

に対し液体培地中でMIC値 の1/3～1/20の 低濃度で

50%発 育阻止を示す ことを 報告 している。 この よ うに

MIC値 の下に比較的幅広 い 亜 発 育 阻 止 濃 度(sub-

inhibitory concentration)域 が存在す ることは,す でに

CTZ,MCZ,ECZ,KCZ,TCZ,BFZに おいて見出 され

ており2,21,27,33～38),OCZに限 った ことではな くイ ミダゾ

ール剤抗菌活性の共通の特徴 と見なす ことが できる。

JEVONS et al. 36)は,固 形培地上でのTCZの 部分的発育

阻止効果を より定量的に測定 した結果,MIC値6.6μg/

mlで99.9%発 育阻止 きれ るC.albicansに 対 して0.2

μg/mlす なわち1/30低 い薬剤濃度で70%発 育阻止 し

たことを 報告して いる。 こうした 部分的発育阻止効果

は,OCZそ の他 のイ ミダゾール剤のMIC値 が培養時

間が長くなるにつれて上昇す る現象を よく説 明す る。つ

まり,培 養早期には細胞集団の大 きさが 小さいため部分

的発育阻止効果でも培養陰性 と判定 されるが,培 養 日数

が経つにつれて遅ればせなが ら発育は可視的 となるか ら

である。 この推論 は,OCZに 対 して 比 較的幅広い 部分

的発育阻止濃度域を示 したC.albicansやT.mentagro-

phytesな どで培養時間 とともに特に著 しいMIC値 の上

昇がみられたことか らも支持 され よ う。

以上述べたOCZお よび他の イ ミダ ゾール剤の抗菌作

用の特徴ならびにそれに及 ぼす諸因子の影響 に関す る解

析は,こ れらの薬剤のin vitro抗 菌活性を評価す る際に

考慮すべき点を指摘 して くれ る。In vitro試 験で得 られ

るMIC値 は,in vivoで の治療効果 と充分な対応関係

をもつ ものではない限 り,ほ とん ど無意味であろ う。 し

たがつて,両 者間にできるだけの相関性を もたせる よう

に感受性試験法を標準化する ことが重要 であ り,そ のた

めにはまずin vitro抗 菌活性測定に用い られる環 境的

条件を感染組織または生体内のそれに近い ものにす る こ

とを考慮す る必要があ る。 この観点に立てば;培 地pH

臓中性付近とし,接 種菌量は試験成績の再現 性の点 で支

障のない範囲で 小さくす べきであろ う。 また,ROLIN-

SON39)は,感 染症に よっては単に病原菌の発育速度を低

下 させるだけで治療効果が充分挙げ られ,し たが つて投

与 される抗菌物質は部分的発育阻止濃度で も目的が連せ

られる可能性を指摘 してい る。 この点に も留意す るな ら

ば,in vitro試 験においては部分的発育阻止効果が残 っ

ている培養の比較的早期に判定を行な うのが より適切 と

考 えられる。

これ らの 条件は いずれ も イ ミダゾール剤に とっては

MIC値 を低下 させ る方向に働 く要因ばか りである。局

所的治療法における組織(表 皮)内 薬剤濃度と治療効果

との相関性については 充分な データが 得 られて いない

が,系 統的抗真菌剤 と し て 使 用 さ れ るKCZお よび

MCZに 関してはin vitro抗 菌活性が低いに もかか わら

ず高い治療成績が得 られ るとい う矛盾がみ られ る40,41)。

この ことは従来のin vitre試 験に よつて測定 された抗

菌活性が不 当に低 く評価 され,し たが つてin vivoで の

抗菌活性を充分反映していなかつた と見なさざるを得な

い。

これ らの 問題点を できるだけ 考慮に入れて 設定した

in vitro試 験法を用い,今 回医学的に重要な多数の菌種

を対象にOCZの 抗菌活性を測定した。 さらに得 られる

成績の評価 の客観性を高めるために,既 存の有力なイ ミ

ダ ゾール剤であ るCTZお よびMCZを 対象薬剤 として

並べて測定を行な つた。本剤は期待 した通 り,広 い抗真

菌 スベ ク トルを示 し,す べての試験菌株の発育を10μg/

ml以 下の濃度で 完全に阻止した。 感受性分布 レベルか

ら大 きく4つ の真菌群 に分け られた。す なわち感受性の

高い順か ら(i)一 都 のCandida(例,c.pseudotropi-

calis,C,stellatoidea),Candida以 外の酵母状真菌,黒

色酵母お よびS.schenckii以 外の(す なわち深在性真菌

症の原因 となる)二 形性菌,(ii)皮 膚糸状菌 および真菌

性足菌腫原因菌,(iii)多 くのCandidaお よびAsper-

gillusな ど,(iv)Absidiaを 除 く接合菌であ り,そ れぞ

れに属する菌株 の平均MIC値 は,<0.1μg/ml,0.04～

0.5μg/ml,0.1～4μg/mlお よび2.5～6.3μg/mlの 分布

を示 した。

PObAK2,42)はCasitone液 体培地および寒天培地を用

い,希 釈法に よりOCZの 抗菌活性を測定 している。そ

の平均MIC値 を われ われの 成績 と比較 す る と,C.

albicans,C.tropicatisお よびT.glabrataの3菌 種で

10～30倍 高い値を示 し,そ の他 の菌種で も2～4倍 程度

高めになってい るものの,全 体的には極めて よく似た感

受性パターンが得 られている。 したが つて,上 述の各真

菌群の感受性の順位 と程度は有意なもの と判断 される。

さらに,わ れわれの 実験成績 か らOCZの 抗菌活性を

MCZお よびCTZの それ と比較 した結果,OCZの 活性
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はす べての菌 種でMCZよ りも,ナ た た部分 の 菌種で

CTZよ りも上1回るか または 同等であ った。OCZよ り

CTZに 対して よ り高い感受性 を示1た 菌種は,(Lam-

`a"3な ど一部 び)Candida,A.fumigatusな ど一 郁 の

Aspergillus, Mucorな ど一部の接 合菌,M.gypseumな

ど 一郁の 皮膚糸状菌 に 限 られてい た,,ま た,OCZは

MCZの いずれ よ りも同一菌種 内の菌株間での 感受 性分

布域が 狭く,比 較的 感受性が 揃 っている 傾向が み られ

る。

OCZの 抗 菌活性の 鱒磁 としてll.口 され るのは,C

tmpicdisの 低感受性 とC.neofomansの 高度感受性で

ある。 それ ぞれの 菌種に 対す る 平均MIC仙 は,C

albicansに 対す るMIC値 を基準 として比較 した場合,

われわれの成績では4お よびく0.05倍,POLAK3,42)の 成

績では9お よび0.002倍 である。C.nooformansに 対す

るOCZの 抗菌活性はMCZの6倍 以上,CTZの25倍

以上に達する高い ものであ り,イ ミダゾール剤間 でも抗

菌活性にはそれぞれ特徴があ り,必 ず しも1薬 剤群の メ

ソパ ーとして同一視 しえない ことを示唆する。

POLAK2,42)の 成績に よれ ば,OCZはCalbican5お よ

びA.fumigatusに 対 して10μglml以 上の濃度で,C

neげbmansお よび 工mentagrophytesに 対 しては1μ91

m1以 上の濃度でいずれ も殺菌的 に作用す るが,Cneo-

formansを 除けば99%以 上の殺菌効果が発現するのに

48時 間以上の接触を 必要 とす る。 本報に示 したわれわ

れの成 績では,薬 剤接触24時 間 まではCalbican5に 対

して80μglm1の 濃度で もまった く殺菌的効果は認め ら

れず,一 方 高度感受性菌 であるT.glabrataに 対 しては

20～80μ9lm1す なわちMIC値 の500倍 程 度 高 い 濃

度で ようや く有意な 殺菌的作用がみ られた。 また,T

mntalgrophyytes分 生子に対 しては より殺菌的に 働 く傾

向が認め られ,20μ91m1す なわ ちMIc値 の32倍 の濃

度で48時 間後に99%以 上の殺菌率が得 られた。 これ

らの成 績か らみて,OCZは 比較的高濃度では 殺菌的に

働 くものの,殺 菌効果は緩慢であ り,い ずれか といえば

静菌的傾 向の強い薬剤 と見なされ よう。 しか し,本 剤の

殺菌的濃度 と静菌的濃度 との関係 は菌種に よって一様 で

はな く,こ とにTmentagrophytesに おいて比較的強い

殺菌的作用が認め られた ことは本剤の皮膚真菌症への適

用に有利 な判断材料 となろ う。

OCZは 広範 囲の真菌に対する活性に加えて,好 気性,

嫌気性の別な く試験 したすぺての グラム陽性球菌 ならび

に桿菌に対 して も比較的強い抗菌活性を示 し,弱 いなが

らグラム陰性嫌気性 桿菌Bactmidesを も阻止 した。こ

の抗菌スペ ク トルは基本的には他の イ ミダゾール剤 のそ

れ と同一であ り,イ ミダ ゾール剤 としての共通の生物学

的特 徴 と考えられ る。

いずか のイ ξダゾール剤につ い て も,2つ の報告

例48,44,を鰍いて 自然界か ら 真菌の 耐性株が 分離された

とい う報告は な く,in vitroで 実験的に耐性株を誘導す

る試み もすべ て失敗に終 っている30,45,46,。OCZについて

も訊験 真菌株のなかには耐性株が まったく認められず,

また 人 工的な 耐性の 誘導 も成功 しな かった。 これは

OCZが 他の イ ミダ ゾール剤と 同様,長 く臨床的有刷生

を保持 し うる可能性を示 唆す るものである。

今同褐 られたすぺての 饗験成績は,OCZが 従来のイ

ミダ ゾール剤 と比 ぺて も優れた抗真菌活性を有する新し

い薬剤 として,そ の臨床的効果に期待を抱かせるもので

ある。

Oxiconazolonitrate標 品 を提供 して頂いた東京田辺

製薬株式会社に傑謝いた しますo
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OXICONAZOLE NITRATE, A NEW IMIDAZOLE-ANTIMYCOTIC:

EVALUATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY IN VITRO

TAMIO HIRATANI, KATSUHISA UCHIDA and HIDEYO YAMAGUCHI

Research Center for Medical Mycology, Teikyo University School of Medicine

Oxiconazole nitrate (OCZ) is a recently synthesized imidazole derivative. Its antifungal properties

were studied in vitro mainly using an agar dilution procedure on Sabouraud dextrose agar. In

general, the MIC values to several fungal strains were altered by composition of assay medium,

and. increased with an increase of inoculum size and prolongation of incubation period before reading.

However, the extent of these factors varied between different species and from strain to strain,

within the same species. On the other hand, pH of assay medium only slightly influenced the OCZ

activity.

Taking into consideration of all these factors, the assay conditions for the susceptibility testing

was established, with which the OCZ activity against a range of medically important fungi was

directly compared with that of clotrimazole (CTZ) and miconazole nitrate (MCZ). OCZ was found

to have a broad spectrum of antifungal activity and to inhibit all fungal strains tested at concentrations

less than 10ƒÊg/ml. The most susceptible were many yeastlike fungi (except for most Candida),

black yeasts and dimorphic fungi (except for Sporothrix schenchit) (mean MIC, 0.1ƒÊg/ml). They

were followed by dermatophytes and mycetoma-associated fungi (mean MIC, 0.04•`0.5ƒÊg/ml), and

next by most of Candida and aspergilli (mean MIC, 0.14ƒÊg/ml). Zygomycetous fungi except

for Absidia were the least susceptible (mean MIC, 2.5•`6.3ƒÊg/ml). OCZ was superior to CTZ and

MCZ in activity against most of the fungal pathogens and especially, it was highly active against

Cryptococcus neoformans (means MIC 0.049ƒÊg/ml) in comparison with the other two reference

imidazoles. Moreover, OCZ had a relatively high activity against various Gram-positive bacteria.

and, to a lesser extent, Bacteroides.

The type of antifungal action of OCZ principally appeared to be fungistatic, but this imidazole

showed a fungistatic action toward susceptible fungi at concentrations higher than 20ƒÊg/ml. No

fungal strains with natural resistance to OCZ was found among a large number of species and

strains tested and no in vitro development of OCZ resistance was demonstrated.


