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Actividad antifúngica in vitro de aislamientos 
clínicos costarricenses de Aspergillus spp. 

(Antifungal Susceptibility of Clinical Isolates of Aspergillus spp. in 
Costa Rica)

Ian Cambronero-Ortiz1, Daniela Jaikel-Víquez2, Norma T. Gross3

Resumen

Objetivos: En la última década se ha reportado una disminución de la susceptibilidad 
de los antifúngicos utilizados en el tratamiento de la aspergilosis; sin embargo, en 
Costa Rica no existen estudios sobre la actividad antifúngica de aislamientos clínicos 
de Aspergillus. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigación es determinar los 
patrones de susceptibilidad in vitro a los antifúngicos de Aspergillus fumigatus, A. flavus, 
A. niger, A. terreus y A. versicolor, provenientes de muestras clínicas.

Métodos: Se realizó la prueba de susceptibilidad de 42 Aspergillus spp. a la anfotericina 
B, itraconazol y voriconazol utilizando la guía de microdilución en caldo M38-A del 
Clinical and Laboratory Standards Institute para hongos filamentosos.

Resultados: La concentración mínima inhibitoria (CMI) media para A. fumigatus fue 
de 1,64 µg mL-1 para anfotericina B, 1,38 µg mL-1 para itraconazol y 3,52 µg mL-1 para 
voriconazol, el 33,00 % de los aislamientos fueron resistentes a voriconazol. Para las 
demás especies analizadas, la CMI media fue de 7,19 µg mL-1 para anfotericina B, 0,46 µg 
mL-1 para itraconazol y 1,58 µg mL-1 para voriconazol.

Conclusiones: Los valores de CMI para anfotericina B e itraconazol de la mayoría de los 
aislamientos de A. fumigatus mostraron un fenotipo comparable con cepas silvestres; 
sin embargo, un porcentaje significativo de los aislamientos fueron resistentes a 
voriconazol, el tratamiento de primera línea para la aspergilosis. Además, A. flavus, A. 
niger, A. terreus y A. versicolor presentaron valores altos de CMI para anfotericina B, por 
lo que se recomienda realizar pruebas de susceptibilidad en casos de fallo terapéutico.

Descriptores: antifúngicos, Aspergillus spp., aspergilosis, prueba de sensibilidad microbiana.

Abstract

Introduction: Aspergillosis affects mainly immunosuppressed patients, especially 
those with neutropenia. A decreased susceptibility of antifungals used in the treatment 
of this disease has been reported in the last decade. At present, in Costa Rica there is a 
lack of studies concerning the antifungal activity of clinical Aspergillus isolates. Thus, 
the purpose of the present investigation was to determine the in vitro susceptibility 
patterns of clinical Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus and A. versicolor.

Methods: The susceptibility of 42 Aspergillus spp. to amphotericin B, itraconazole and 
voriconazole was evaluated using the Clinical and Laboratory Standards Institute broth 
microdilution M38-A guideline for filamentous fungi.
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Results: The mean minimal inhibitory concentration (MIC) for A. fumigatus was 1,64 µg 
mL-1 for amphotericin B, 1,38 µg mL-1 for itraconazole and 3.52 µg mL-1 for voriconazole, 
and 33,3 % of the isolates were resistant to voriconazole. For the other species tested, 
the mean MIC was 7,19 µg mL-1 for amphotericin B, 0,46 µg mL-1 for itraconazole and 
1,58 µg mL-1 for voriconazole.

Conclusions: MIC values for amphotericin B and itraconazole of most A. fumigatus 
isolates were comparable to those of wild-type strains. However, a significant percentage 
of the isolates were resistant to voriconazole, the first line treatment for aspergillosis. 
Further, A. flavus, A. niger, A. terreus and A. versicolor demonstrated high MIC values for 
amphotericin B; thus, it is recommended to performed susceptibility testing in these 
cases if there is a poor response to therapy.

Keywords: Antifungal agents, Aspergillus spp., aspergillosis, microbial sensitivity test.
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La aspergilosis es una enfermedad cosmopolita cau-
sada por hongos pertenecientes al género Aspergillus. Estos 
agentes son causantes de más de 200 000 casos anuales de 
aspergilosis invasiva, más de 1 200 000 casos de aspergilo-
sis pulmonar crónica y 10 000 000 de casos de asma severa 
con sensibilización fúngica. Sin embargo, los casos por año 
se han ido incrementando, lo que puede deberse al aumen-
to concomitante de pacientes inmunosupresos.1-2

La mortalidad relacionada con las infecciones es 
alta, especialmente en aquellos pacientes que poseen en-
fermedades de fondo o inmunosupresiones irreversibles, 
especialmente neutropenia. Además, la aspergilosis es la 
enfermedad causada por hongos más frecuente en pacien-
tes con trasplante de células madre hematopoyéticas.2,3

La resistencia a los antifúngicos es otra problemática 
asociada a estos hongos, siendo Aspergillus fumigatus una es-
pecie de interés por la creciente resistencia a los azoles que 
se ha demostrado en aislamientos de diversas matrices. Ade-
más, han surgido especies emergentes de Aspergillus, dife-
rentes al A. fumigatus resistentes a los triazoles y, que even-
tualmente pueden generar resistencia a la anfotericina B.4,5

La resistencia a los antifúngicos se puede desarro-
llar a nivel ambiental por prácticas agrícolas intensivas o 
en la clínica por el uso de tratamientos profilácticos. El 
uso indiscriminado de antifúngicos en cultivos agríco-
las a nivel mundial es considerado una de las causas más 
importantes del incremento de cepas resistentes a estos 
compuestos. Los antifúngicos azólicos, son la primera 
línea para el tratamiento de aspergilosis en personas y 
también son utilizados en agricultura debido a su efica-
cia contra una amplia gama de hongos, lo que ha pro-
piciado que los hongos adquieran esa resistencia en el 
ambiente y cuando causan enfermedad en las personas, 
no responden al tratamiento de forma adecuada.6

En Costa Rica no se dispone de estudios de sus-
ceptibilidad de las especies de Aspergillus patógenas al 

ser humano; por lo tanto, la presente investigación tiene 
como objetivo determinar el patrón de susceptibilidad in 
vitro de aislamientos clínicos costarricenses de Asper-
gillus spp., con el fin de contribuir con el conocimiento 
sobre el estado actual en el país.

Métodos

Aislamientos de Aspergillus spp. En el presente 
trabajo se evaluó la susceptibilidad antifúngica de 
42 aislamientos clínicos de diferentes especies de 
Aspergillus, a saber: A. flavus (n = 7), A. fumigatus (n = 
21), A. niger (n = 5), A. terreus (n = 4) y A. versicolor (n = 
5). Estos hongos fueron depositados en la Micoteca de 
la Facultad de Microbiología de la Universidad de Costa 
Rica (VI- 430-B7-732), entre los años 1987 y 2021 y fueron 
obtenidos de pacientes diferentes. Los aislamientos de A. 
fumigatus provenían de esputo (n=4), biopsia pulmonar 
(n=3), aspirado bronquioalveolar (n=2), bronquios (n=2), 
oído (n=2), hemocultivo (n=1), piel (n=1), absceso (n=1), 
uña (n=1), córnea (n=2) y dos muestras no contaban con 
información. Los aislamientos de A. flavus provenían 
de uñas de pie (n=5), tejido de rodilla (n=1) y lavado 
bronquioalveolar (n=1), los de A. niger de oído (n=4) y 
lavado bronquioalveolar (n=1), los de A. terreus de uña de 
pie (n=2), dedo de mano (n=1) y seno esfenoidal (n=1), y 
todos los de A. versicolor de uñas de pie.

Pruebas de susceptibilidad. Los patrones de sus-
ceptibilidad se determinaron mediante el método de mi-
crodilución en caldo para hongos filamentosos M38-A 
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
(Cantón Lacasa E, Martín Mazuelos E, Espinel-Ingroff A. 
Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la 
sensibilidad a los antifúngicos. Rev Iberoam Micol. 2007). 
Los antifúngicos analizados fueron anfotericina B, itra-
conazol y voriconazol (Royal Pharm, Hangzhou, China). 
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Como controles se utilizaron las cepas control de Candida 
krusei American Type Culture Collection (ATCC, por sus 
siglas en inglés) 6258 y Candida parapsilosis ATCC 22019.

Los aislamientos fueron considerados como tipo 
silvestre si los valores de la concentración mínima inhi-
bitoria (CMI) obtenidos fueron menores al valor de corte 
epidemiológico (VCE) y si los valores de la CMI fueron 
mayores al VCE se contemplaron como aislamientos de 
susceptibilidad disminuida, con respecto al tipo silves-
tre. Para A. versicolor, solo existe VCE para anfotericina 
B (CLSI. 2020. Epidemiological cutoff values for antifun-
gal susceptibility testing. 3rd edition. CLSI Supplement 
M59. Philadelphia: Clinical and Laboratory Standards 
Institute). Con respecto al voriconazol, los puntos de 
corte clínicos (PCC) establecidos por el CLSI para A. fu-
migatus son sensibles si la CMI ≤ 0,5 µg mL-1, intermedio 
si es 1 µg mL-1 y resistente si este valor es ≥ a 2 µg mL-1

Análisis estadístico. Para analizar los resultados ob-
tenidos se utilizó el programa estadístico SPSS® (IBM® SPSS® 
Statistics para Windows. Versión 20.0. Armonk, NY, Estados 
Unidos). Se determinó la media geométrica y el intervalo 
para las diferentes CMIs, también se determinó la CMI50 para 
todos los casos y la CMI90 para cada antifúngico analizado, 
para aquellos ensayos con un número de muestras suficien-
te. Además, se realizó un análisis de varianza ANOVA para 

determinar si existían diferencias estadísticamente signifi-
cativas entre las CMI obtenidas para los distintos antifúngi-
cos y una prueba de t-student para ver si existían diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias geométri-
cas obtenidas para cada antifúngico comparando la pobla-
ción de A. fumigatus con las otras especies de Aspergillus.

Resultados

Se obtuvieron 42 aislamientos clínicos, los cuales 
fueron divididos en dos poblaciones, una incluyó aquellos 
identificados morfológicamente como A. fumigatus (n = 
21) y la segunda población englobó las otras especies de 
Aspergillus estudiadas: A. flavus, A. niger, A. terreus y A. 
versicolor (n = 21).

En el Cuadro 1 se presenta la distribución de 
las CMIs para los aislamientos de A. fumigatus. No se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas 
entre las CMIs de los tres antifúngicos (F = 1,765; gl = 2; p = 
0,180). Se observó que la mayor cantidad de aislamientos 
silvestres se presentaron con itraconazol (90,48 %), 
seguido de anfotericina B (66,67 %) y voriconazol (61,90 
%). Además, para el voriconazol los aislamientos se 
agruparon en sensibles (66,67 %) y resistentes (33,33 %).

Cuadro 2. Distribución de la CMI de la anfotericina B, itraconazol y voriconazol para la población de ais-
lamientos clínicos de Aspergillus spp., distintos de A. fumigatus (n = 21)

Antifúngico CMI Promedio
(µg mL-1)

Rango
(µg mL-1)

CMI50
(µg mL-1)

CMI90
(µg mL-1)

Anfotericina B 7,19 1,00 – 16,00 2,00 16,00

Itraconazol 0,46 0,06 – 0,25 0,25 01,00

Voriconazol 1,58 0,06 – 16,00 0,25 06,80

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria

Cuadro 1. Distribución de la CMI de la anfotericina B, itraconazol y voriconazol sobre la población de 
aislamientos clínicos de Aspergillus fumigatus (n = 21)

Antifúngico CMI Promedio
(µg mL-1)

Rango
(µg mL-1)

CMI50
(µg mL-1)

CMI90
(µg mL-1)

Anfotericina B 1,64 0,25 – 4,00 1,00 4,00
Itraconazol 1,38 0,03 – 16,00 0,25 6,50
Voriconazol 3,52 0,06 – 16,00 0,25 16,00

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria

Para la población de las otras especies de Asper-
gillus, también se determinó la media geométrica de la 
CMI de cada antifúngico estudiado, el intervalo, la CMI50 
y CMI90 de los resultados de toda la población agrupada 
(Cuadro 2). Además, se calcularon estos mismos paráme-

tros para cada especie de este grupo, excepto la CMI50 
debido al tamaño de la población (Cuadro 3). En el estu-
dio se observaron diferencias estadísticamente significa-
tivas entre las medias de la CMIs de la anfotericina B y 
de los azoles.
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En A. flavus el antifúngico con más aislamientos que 
presentaron susceptibilidad disminuida fue la anfotericina B 
con un 71,43 %, seguido por el itraconazol con 14,28 % y; por 
último, el voriconazol, donde solo se obtuvieron tipos silves-
tres. Por otra parte, A. niger solo mostró fenotipos con sus-
ceptibilidad disminuida para la anfotericina B, en un 40,00 % 
de los aislamientos. A. terreus mostró susceptibilidad dismi-
nuida para la anfotericina B (75,00 %) y para el voriconazol 
(50,00 %). En un 60,00 % de los aislamientos de A. versicolor 
se observó susceptibilidad disminuida para anfotericina B.

Al comparar las medias geométricas de las CMIs de 
cada antifúngico entre la población de otras especies de 
Aspergillus y la de A. fumigatus se encontró diferencias 
estadísticamente significativas entre las CMIs de anfo-
tericina B (t = 3,511; gl = 40; p = 0,001), pero no así para 
itraconazol y voriconazol ([t = 1,093; gl = 40; p = 0,281] y 
[t = 1,298; gl = 40; p = 0,202], respectivamente).

Discusión

Debido al aumento en la resistencia a los azoles en 
las diversas especies de Aspergillus y al hecho que esta 
pueda ser encontrada en aislamientos de pacientes que 
no han estado previamente expuestos a estos fármacos, 
el estudio sobre la susceptibilidad de estos hongos 
aislados de muestras clínicas a los antifúngicos ha 
tomado relevancia en los últimos años.7

En el presente estudio, con el itraconazol se pre-
sentó una cantidad significativa de aislamientos de A. 

fumigatus silvestres. De manera similar, en estudios pre-
vios se encontraron aislamientos clínicos de A. fumigatus 
con valores medios de CMI bajos para itraconazol, clasi-
ficándolos como tipo silvestre.8,9,10 Por otro lado, en esta 
investigación, un número significativo de aislamientos 
de A. fumigatus fueron resistentes a voriconazol, el cual 
mostró la CMI90 más alta de los tres antifúngicos evalua-
dos. Esto contrasta con los resultados reportados por Ro-
mero et al.10, quienes documentaron una CMI90 más baja 
que los aislamientos costarricenses. De manera similar, 
Bedin-Denardi et al.11 informaron una CMI menor que los 
valores obtenidos en el presente estudio.

Se han reportados mutaciones asociadas con el fe-
notipo resistente a los azoles en A. fumigatus en países 
latinoamericanos como Colombia, Brasil, Perú y Argenti-
na.12,13 En Costa Rica, se ha documentado el uso de azoles 
en cultivos agrícolas, por lo que es de interés realizar es-
tudios que aporten sobre el conocimiento de la resisten-
cia a los antifúngicos de productos agrícolas en el país.14 
De esta manera se podría determinar si la resistencia 
observada en los aislamientos clínicos costarricenses po-
dría deberse al uso indiscriminado de antifúngicos en la 
agricultura (Vargas Castro E. Uso aparente de plaguicidas 
en la agricultura de Costa Rica. Programa de las Nacio-
nes Unidas para el Desarrollo (PNUD-Costa Rica); 2022. 
Disponible en: https://d1qqtien6gys07.cloudfront.net.). El uso 
prolongado de azoles en pacientes con formas crónicas 
de aspergilosis también podría contribuir a la resistencia 
a estos fármacos. Cabe destacar que, de los siete aisla-
mientos clínicos costarricenses resistentes a voriconazol, 

Cuadro 3.  Distribución de la CMI de la anfotericina B, itraconazol y voriconazol para cada especie 
perteneciente a la población de otras especies de Aspergillus (n=21)

Antifúngico CMI Promedio
(µg mL-1)

Rango
(µg mL-1)

CMI50
(µg mL-1)

Aspergillus flavus (n=7)
Anfotericina B 10,00 1,00 – 16,00 16,00
Itraconazol 00,38 0,06 – 1,00 0,25
Voriconazol 00,38 0,13 – 0,50 0,50

Aspergillus niger (n=5)
Anfotericina B 01,40 1,00 – 2,00 1,00
Itraconazol 00,15 0,13 – 0,25 0,13
Voriconazol 00,14 0,06 – 0,25 0,13

Aspergillus terreus (n=4)
Anfotericina B 01,50 2,00 – 16,00 16,00
Itraconazol 00,16 0,06 – 0,25 0,16
Voriconazol 01,10 0,13 – 2,00 1,13

Aspergillus versicolor (n=5)
Anfotericina B 04,80 1,00 – 16,00 2,00
Itraconazol 01,13 0,13 – 4,00 0,25
Voriconazol 05,10 0,25 – 16,00 1,00
CMI: Concentración Mínima Inhibitoria

https://d1qqtien6gys07.cloudfront.net
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cinco se obtuvieron de muestras clínicas sugestivas de 
aspergilosis invasiva, como los hemocultivos y lavados 
bronquioalveolares, mientras que los otros aislamientos 
clasificados como resistentes provinieron de una úlcera 
corneal y una muestra de oído. Los aislamientos de A. 
fumigatus provenientes de esputo y lavado bronquioal-
veolar analizados por Macedo et al.13 fueron clasifica-
dos como resistentes a voriconazol, y varios de ellos se 
originaron en pacientes con exposición previa a azoles. 
Resendiz-Sharpe et al.15 encontraron que la resistencia a 
voriconazol en pacientes hematológicos con aspergilosis 
invasiva fue mayor en muestras de lavado bronquioalveo-
lar, seguido de los obtenidos en esputos, pero no reporta-
ron si existía exposición previa a azoles en los pacientes. 
De igual manera, en el presente estudio se desconoce este 
dato, por lo que es necesario realizar futuros estudios en 
este campo para poder determinar si existe asociación 
entre la exposición previa a azoles y la resistencia a este 
antifúngico en aislamientos costarricenses. En la presen-
te investigación, la anfotericina B mostró una mayor ac-
tividad antifúngica en comparación con lo reportado por 
Arikan et al.16 Por otro lado, Wang et al y Bedin-Denardi et 
al. observaron una mayor actividad antifúngica para este 
polieno que en el presente estudio.8,11 Además, Romero et 
al10 reportó que ninguno de los aislamientos clínicos de 
A. fumigatus fue clasificado con susceptibilidad reducida. 
Sin embargo, la mayoría de los aislamientos clínicos cos-
tarricenses de A. fumigatus mostraron un fenotipo silves-
tre para anfotericina B, lo cual es consistente con estu-
dios previos de esta especie, donde la resistencia durante 
el tratamiento es poco común y la resistencia adquirida 
en el laboratorio también es rara.17

En cuanto a los aislamientos clínicos de otras es-
pecies de Aspergillus, estos exhibieron valores medios de 
CMI altos para anfotericina B. Esto puede explicarse por el 
hecho de que la mayoría de los aislamientos de A. terreus 
presentan resistencia a este polieno y que en los últimos 
años A. flavus se ha observado como una especie resisten-
te también.18-20 En contraste, los aislamientos de las mis-
mas especies en este estudio exhibieron valores medios de 
CMI bajos para los azoles, lo que concuerda con estudios 
previos, que mostraron valores medios de CMI similares 
tanto para itraconazol como para voriconazol.16,17

Los aislamientos de A. niger mostraron susceptibi-
lidad reducida a la anfotericina B, mientras que todos los 
aislamientos de esta especie fueron categorizados como 
tipo silvestre para los otros dos antifúngicos estudiados. 
Esto difiere de los resultados obtenidos por Jing et al21, 
quienes evaluaron la susceptibilidad antifúngica a los 
azoles y la anfotericina B en muestras de otomicosis. Los 
autores mostraron que los 11 aislamientos fueron clasi-
ficados como tipo silvestre para el polieno, mientras que 
el 9,09 % mostró susceptibilidad reducida a itraconazol y 
voriconazol. Esta discrepancia podría deberse a la meto-

dología utilizada por los autores previos, ya que los aisla-
mientos fueron incubados 24 horas menos, lo que podría 
haber llevado a valores de CMI más bajas que los obser-
vados en los aislamientos costarricenses, ya que tiempos 
de incubación más largos arrojan valores más altos.22

En la presente investigación, tres de los cuatro 
aislamientos de A. terreus exhibieron valores altos de 
CMI para anfotericina B. Vahedi Shahandashti et al.20 
reportaron valores de CMI más bajas para Aspergillus 
sección Terrei y A. terreus en comparación con los 
obtenidos en los aislamientos costarricenses. En el 
estudio mencionado, las placas con antifúngicos fueron 
incubadas durante 48 horas, en comparación con las 
72 horas en el presente trabajo, lo que podría explicar 
los valores más bajos22. Con respecto a itraconazol, los 
cuatro aislamientos de A. terreus en el presente estudio 
fueron clasificados como tipo silvestre; sin embargo, 
el 50,00 % de los aislamientos mostró susceptibilidad 
reducida a voriconazol, pero los valores de CMI de los 
azoles para esta especie han sido generalmente bajos, 
según la literatura.8,17 Además, Won et al. y Jing et al. 
reportaron aislamientos de tipo silvestre al voriconazol 
al estudiar 31 y 11 aislamientos respectivamente; sin 
embargo, este último estudio realizó la incubación de la 
prueba por solo 48 horas.21,23

En cuanto a los aislamientos de A. versicolor, los 
resultados mostraron que el 60,00 % de los aislamientos 
presentaron susceptibilidad reducida a la anfotericina B. 
Heo et al.24 clasificaron seis aislamientos clínicos como 
tipo silvestre según el ECV. Pfaller et al.25 estudiaron nueve 
aislamientos clínicos de A. versicolor, determinando un 
CMI50 menor que el obtenido en el presente estudio. Sin 
embargo, ambos estudios incubaron los aislamientos 
por un tiempo menor que en el presente estudio, lo que 
podría explicar las diferencias en los valores obtenidos.

Las CMIs de anfotericina B e itraconazol de los 
aislamientos clínicos de A. fumigatus costarricenses 
mostraron un fenotipo comparable con las cepas de 
tipo silvestre, pero en una cantidad importante de 
aislamientos de A. fumigatus se observó resistencia al 
voriconazol. Al comparar la CMI media de los aislamientos 
de A. fumigatus con las otras especies de Aspergillus 
estudiadas se observaron diferencias significativas con 
la anfotericina B. Estos resultados sugieren la necesidad 
de realizar pruebas de susceptibilidad al voriconazol en 
A. fumigatus y a la anfotericina B en aislamientos de A. 
flavus, A. terreus, A. niger y A. versicolor ante una pobre 
respuesta al tratamiento en casos de infecciones causadas 
por estos hongos. Asimismo, la presente investigación 
recalca la importancia de continuar realizando estudios 
de este tipo y contribuir con información actualizada 
necesaria para guiar la elección del tratamiento de la 
aspergilosis en el país.
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