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Hemos evaluado por un método de microdilucién en RPMI basado en el docu-
mento M27-A del National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) la actividad antifungica in vitro de una nueva formulacion liposémica de
nistatina -NISTL- (Nyotran®, Aronex Ltd., EE.UU.) frente a 22 aislamientos de
Cryptococcus neoformans. Esta actividad fue comparada con la mostrada por
otros antifiingicos como nistatina (NIST), anfotericina B desoxicolato, anfoterici-
na B liposdmica, anfotericina B complejo lipidico, anfotericina B dispersion coloi-
dal, fluconazol o itraconazol. NISTL fue mas eficaz in vitro que NIST,
observandose valores de CMI de dos a tres diluciones inferiores en el 90% de
los aislamientos. Los resultados obtenidos permiten predecir que esta nueva for-
mulacién sera de gran ayuda en el tratamiento de las criptococosis.

Cryptococcus neoformans, Nistatina liposémica, Nistatina, Anfotericina B,
Fluconazol, Itraconazol

In vitro activity of a liposomal nystatin formulation
(Nyotran®) against Cryptococcus neoformans

The in vitro antifungal activity of a new liposomal nystatin formulation —NISTL-
(Nyotran®, Aronex Ltd., EE.UU.) was evaluated by a microdilution method with
RPMI based on the M27-A document of the National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) against 22 isolates of Cryptococcus neoformans.
This antifungal activity was compared with those of other seven antifungal
agents, such as nystatin (NIST), amphotericin B deoxycholate, liposomal ampho-
tericin B, amphotericin B lipid complex, amphotericin B colloidal dispersion, fluco-
nazole, and itraconazole. NISTL was more active in vitro than NIST, showing
MIC values 2-3 fold smaller in 90% of the isolates. The results obtained suggest

that this new formulation would be very helpful for the treatment of cryptococco-

sis.
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Las infecciones por hongos oportunistas son relati-
vamente frecuentes entre los pacientes con algin tipo de
inmunosupresién [1]. Aunqu€andida albicansy otras
especies del géne@andidase asocian con mayor fre-
cuencia a infecciones sistémicas, otros géneros de levadu-
ras, comoCryptococcus neoformangstan adquiriendo
una gran importancia clinica por su incremento como
patégenos oportunistas [2]. Este aumento no se ha visto
correspondido con una mayor oferta de agentes antifiingi-
cos para su tratamiento. La aparicion de aislamientos
resistentes a algunos antifingicos, principalmente azéli-
cos, como el fluconazol (FLC) [3,4], o el limitado uso de
otros agentes por su escasa tolerancia o alta toxicidad, han
creado una importante necesidad de nuevos antifingicos o
de nuevas formulaciones mas eficaces de compuestos
antimicoticos ya existentes [5,6].

C. neoformanss un hongo ubicuo encapsulado
causante de criptococosis pulmonar y meningea principal-
mente en pacientes con deficiencias en la inmunidad celu-
lar [2]. Es el responsable de la mayoria de los casos de
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meningitis en pacientes infectados por el VIH. El diagnés- valo de concentraciones de 0,03 a 16 pug/ml, a excepcion
tico precoz y un tratamiento temprano efectivo de la infec- del FLC (0,125 a 64 pg/ml). Las pruebas se realizaron en
cién son necesarios para la curacion de estos pacientes. Ljplacas de microtitulacion de 96 pocillos con fondo en “U”
anfotericina B (AMB), los derivados azélicos (FLC e itra- (Greiner Labortechnik, Espafia). Las suspensiones celula-
conazol -ITC-) y la 5-fluorocitosina (5FC) son los farma- res se realizaron en solucién salina estéril, diluyendo pos-
cos de eleccidn en el tratamiento de las criptococosisteriormente en caldo RPMI 1640 tamponado con MOPS a
pulmonar y diseminada [7,8], pero los resultados obteni- pH 7, siendo la concentracién final del in6culo en cada
dos no son plenamente satisfactorios en un nimero imporpocillo de 5 x 10a 2,5 x 10 células/ml. Las placas se
tante de enfermos. incubaron a 3%C durante 72 h antes de la lectura final de

Al igual que AMB, la nistatina (NIST) es un anti- los resultados. Se calcularon para cada antifingico las
bidtico poliénico de amplio espectro y accién fungicida. CMI 50 y CMI 90, asi como el intervalo de valores CMI
Su uso por via sistémica ha sido muy restringido por supara cada uno de los antifiingicos evaluados.
alta toxicidad, razén por la cual se ha desarrollado una NIST es un antifingico poliénico (derivado de
formulacién liposémica con toxicidad reducida [9,10]. Streptomyces nourgeion una estructura similar a AMB.
Esta formulacion, comercializada como Nyotran® EI mecanismo de accién de ambos se atribuye a su union
(Aronex Pharmaceuticals Ltd., EE.UU.) ha mostrado una al ergosterol provocando una alteracion de la membrana
alta eficacia frente a aislamientos clinicoC@adidaspp. celular y la liberacién de K carbohidratos y metabolitos
y Aspergillusspp.y en el tratamiento experimental y [12]. NIST tiene un espectro de actividad antifingica
humano de candidiasis y aspergilosis diseminada [10-12]. amplio que incluye &€andidaspp.,Aspergillusspp.,

El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar la Histoplasmaspp.y Coccidioides pero su uso clinico esta
efectividadin vitro de Nyotran® (NISTL) frente a aisla- restringido al tratamiento topico de las candidiasis muco-
mientos clinicos d€. neoformangn comparacion a la  cutaneas. NISTL es una formulacion liposémica de NIST
mostrada por NIST, AMB, anfotericina B liposdmica que intenta evitar la toxicidad asociada al uso intravenoso
(AMBL), anfotericina B dispersion coloidal (ABCD), de NIST. Su aplicacién clinica esta orientada al tratamien-
anfotericina B complejo lipidico (ABLC), FLC e ITC. to de infecciones fungicas invasoras y ha probado su efi-

Se evaluaron 22 aislamientos clinicosdeeofor- cacia terapéutica en candidiasis y aspergilosis sistémicas
mansprocedentes de 17 pacientes ingresados en diferentefl0,12,14-16]. NISTL esta compuesta de dimiristoil fosfa-
hospitales espafioles. Los aislamientos llegaron al laboratidil colina, dimiristoil fosfatidil glicerol y NIST en una
torio de Micologia Médica de la Universidad del Pais proporcion de 7:3:1 y se observa mas de un 99% de NIST
Vasco como subcultivos en agar glucosado de Sabouraudencapsulada despues de su reconstituciéon. Las concentra-
confirmandose su identidad mediante una prueba de asiciones séricas maximas de NISTL obtenidas en seres
milacion de sustratos carbonados (APl ATB ID32C, humanos son de 15y 24 pg/ml después de la administra-
bioMérieux, Espafia). La mayor parte de los aislamientoscion intravenosa de dosis de 2 y 4 mg NIST/kg/dia, res-
procedian de liquido cefalorraquideo (LCR) y sangre, un pectivamente [17].
aislamiento se obtuvo de aspirado bronquial y otro de Las MIC de AMB, FLC e ITC con las cepas con-
médula 6sea. De algunos pacientes se obtuvieron variosrol de calidad estaban dentro de los limites aceptados
aislamientos, evaluandose en este estudio Unicament¢l3]. En la tabla 1 se muestran los resultados obtemdos
aquéllos procedentes de muestras clinicas distintas (p.eyitro con las cepas control y las diferentes formulaciones
LCR y sangre). Se utilizaron tres cepas de coleccionlipidicas de polienos estudiadas. En la tabla 2 se muestran
(C. neoformansATCC 90113,Candida parapsilosis los resultados obtenidas vitro con los 22 aislamientos
ATCC 90018 yCandida kruseilATCC 6258) como con-  clinicos evaluados. Estos datos se muestran como interva-
troles de calidad de las pruebas de estudio de la sensibilifos y medias geométricas de CMI y como las CMI que
dad por microdilucién en caldo [13]. Todos los inhibian al 50 y 90% de los aislamientos @eneofor-
aislamientos se mantuvieron almacenados en agua destilanans Todos los aislamientos eran inhibidos por concen-
da estéril a temperatura ambiente. Los subcultivos se reatraciones de NISTI< 2 pg/ml y esta formulacion
lizaron en agar glucosado de Sabouraud, incubando diposémica era de forma constante mas activa contra
35°C durante 48 h. C. neoformangjue NIST. Estos valores de CMI eran

Las preparaciones farmacéuticas de NISTL mucho mas bajos que las concentraciones séricas que se
(Nyotran®; Aronex Pharmaceuticals Ltd., EE.UU.), NIST obtienen con las dosis terapéuticas recomendadas de
(Lederle, EE.UU.), AMB (Fungizone®; Aphotecon, NISTL. En el presente estudio, NISTL se mostraba mas
EE.UU.), AMBL (amBisome®; NexStar Pharmaceuticals activa que en el estudio de Johnson y cols. [18], en el que
Ltd., Espafia), ABCD (Amphocil®; Sequus, EE.UU.), 20 aislamientos d€. neoforman®ran inhibidos por con-
ABLC (Abelcet®; Esteve Hospital, Espafia), FLC centraciones de NIST« 4 pg/ml. Sin embargo, los resul-
(Diflucan®, Pfizer Ltd., Sandwich, UK) e ITC tados son similares a los obtenidos por Carrillo-Mufioz y
(Sporanox®, Janssen Ltd., Bélgica) se reconstituyeroncols. [11] y por Wallace y cols. [17]. Estos Ultimos autores
siguiendo las indicaciones de sus respectivos proveedoresobservaron que la CMI 90 era 1 pg/ml para 111 aisla-
Las diluciones de los mismos se realizaron en mediomientos deC. neoformangrocedentes de un estudio mul-
RPMI 1640 (con L-glutamina y sin bicarbonato) (Gibco, ticéntrico que incluia 64 aislamientos africanos, 42
Espafia) tamponado a pH 7 con acido 3-N-morfolino-pro- europeos y siete norteamericanos.
panosulfénico (MOPS) 0,165 M (Sigma Chemical Co., NISTL poseia una actividaioh vitro similar a
EE.UU.). NIST, AMB e ITC se disolvieron previamente AMB vy ligeramente inferior a las formulaciones lipidicas
en dimetilsufoxido (DMSO), diluyendo posteriormente en de este polieno. La actividad anticriptocécica era superior
RPMI hasta conseguir una concentracion de DMSO iguala la de FLC e inferior a la de ITC. Los polienos tienen una
o inferior al 1%. actividad antifingica con un mayor espectro que los azo-

Se determind para cada aislamiento el valor de les aunque en este estudio tanto FLC como ITC eran inhi-
concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de bidores a concentraciones terapéuticas de los aislamientos
microdilucion en caldo, siguiendo las recomendacionesdeC. neoformangstudiados.
propuestas por el NCCLS, en su documento M27-A [13]. NISTL (Nyotran®) resulté activo contra todos los
Todos los agentes antifingicos se ensayaron en un interaislamientos d&C. neoformanson concentraciones mas
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Tabla 1. Valores de sensibilidad in vitro obtenidos con las cepas de control evaluadas.

CMI (pg/ml)
Cepa NIST NISTL AMBL ABCD ABLC
Cryptococcus neoformans
ATCC 90113 4 2 1 1 0,5
Candida parapsilosis
ATCC 90018 2 0,5-1 1 0,5-1 0,5
Candida krusei
ATCC 6258 4 0,5-2 2 2 1
Tabla 2. Valores de sensibilidad in vitro obtenidos con los aislamientos clinicos evaluados.
Antiftingico (pug/ml)

NIST NISTL AMB AMBL ABCD ABLC FLC ITC
CMI 50 4 1 1 0,5 0,5 0,5 4 0,25
CMI 90 4 1 1 1 0,5 0,5 8 0,5
Intervalo CMI 2-8 0,5-2 0,5-1 0,25-2 0,25-1 0,125-0,5 0,5-8 0,125-0,5
*MG 4 0,939 0,939 0,550 0,484 0,401 3,012 0,322

*MG = Media geométrica de CMIs

bajas que NIST convencional y las concentraciones inhi-
bitorias requeridas estaban muy por debajo de las concen-
traciones séricas maximas obtenidas en seres humanos
con la administracién intravenosa de 2 o 4 mg/kg. NISTL
es una alternativa anticriptocdcica muy atractiva, por lo
gue en el momento actual se estan desarrollando estudios
clinicos en fase Ill para comprobar su eficacia en el trata-
miento de las meningitis criptocdcicas.
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