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Resumen: En esta revisión se hace referencia a las principales levaduras patógenas en humanos, que afectan principalmente a pacientes 
inmunocomprometidos. Se destaca la importancia que tiene el proceso de aislamiento e identificación a nivel de género y especie, que 
permite enriquecer, de manera más precisa, los datos sobre la casuística y epidemiología de las micosis causadas por levaduras, princi-
palmente en el grupo de mayor impacto, referido como “levaduras emergentes”. También se señalan diversas técnicas y medios de culti-
vos, descritos en la literatura, para llevar a cabo los ensayos de identificación, los cuales podrían ser aplicables a muchos laboratorios de 
rutina y de especialización. 
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Importance of yeasts identification 
 
 
Abstract: This review refers to the main pathogen yeasts in humans, affect mainly immunocompromised patients. It stands out the impor-
tance of the isolation and identification process to the genus and species level, that allows to enrich, in a more precise way, the data about 
the casuistry and epidemiology of mycoses caused by yeasts, mainly in the group of greatest impact, referred as “emergent yeasts”. They 
are also pointed out diverse technical and cultivation media described at the literature, to carry out the identification assays, which could 
be applicable to several routine and specialization laboratories. 
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Introducción 
 
 El término levadura se refiere básicamente a un grupo de 
hongos unicelulares, donde las hifas y/o pseudohifas pue-
den o no estar presentes y tienen  una fase sexual perfecta 
o teleomorfa. Sin embargo, las levaduras a las que no se le 
ha descrito aún la fase sexual, y sólo se le conoce la fase 
anamorfa, son denominadas como “formas parecidas a 
levaduras” o “yeastlike”; estas se reproducen por gemación 
[1]. En cuanto a la ubicación taxonómica, este último gru-
po es ubicado en la división Deuteromycota u hongos 
anamorfos, clase Blastomycetes o Levaduras. En cuanto al 
grupo teleomorfo, cuando la célula haploide de la levadura 
se conjuga y da origen a asco con sus ascosporas, son 
incluidas en la División Ascomycota, clase Ascomycetes. 
Las que producen basidios con basidiosporas, están entre 

los Basidiomycota, clase Basidiomycetes [2,3]. En este 
artículo se empleará el término levadura en forma inde-
pendiente. 
 
 
Género Candida 
 
 En cuanto a hongos patógenos en humanos, existen 
cerca de 200 especies que han sido reconocidas; de estas, 
alrededor de 30 son levaduras de interés médico [1]. Entre 
ellas, desde el punto de vista clínico, han sido y siguen 
siendo relevantes las del género Candida, las cuales for-
man parte de la flora normal de nuestro organismo. Son los 
agentes causales de la candidiasis o candidosis, micosis 
oportunista, aguda, subaguda o crónica, de alta incidencia 
en nuestro medio y a nivel mundial; pueden afectar a indi-
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viduos de cualquier edad, raza o sexo, siendo los factores 
predisponentes del huésped en combinación con los del 
microorganismo, los que favorecen el desarrollo de la 
infección. 
Taxonómicamente, este género se encuentra clasificado 
en: 
  Reino         Fungi 
  División    Ascomycota 
  Clase         Ascomycetes 
  Orden        Saccharomycetales 
  Familia      Saccharomycetaceae 
 
 En cuanto a la incidencia, en los últimos 20 a 30 años se 
ha elevado el número de casos de candidiasis, siendo hasta 
el presente Candida albicans el principal agente causal, 
encontrándose entre un 60-70% de los aislamientos clíni-
cos [1]. En nuestro medio se reportó un 36% de muestras 
positivas para levaduras [4], un 25% de casos de micosis 
superficiales, entre 4-18% de casos en recién nacidos, 20-
30% de casos de vulvovaginitis, 15-17% en embarazadas, 
y entre 80-90% de casos en enfermos con SIDA, siendo en 
este último caso, la candidiasis bucal la forma clínica más 
asociada [5]. En individuos infectados por VIH, se ha 
observado también, que un 90% puede sufrir un episodio 
de candidiasis orofaringea [6]. En mujeres VIH positivo, la 
vulvovaginitis por Candida esta muy relacionada, así co-
mo los casos de recidivas. En estas pacientes se ha aislado 
C. albicans de secreción vaginal en un 20,75% y Candida 
spp. en 5,66% [7]. 
 En función de sus características antigénicas, C. albi-
cans ha sido clasificada en dos serotipos, A y B, por ensa-
yos de aglutinación con sueros de pacientes de candidia-
sis, [8], siendo el serotipo A el mas frecuente a nivel 
mundial [9], en nuestro medio [10] y en pacientes con 
SIDA [11]. 
 Otra especie, morfológica y fisiológicamente similar a 
C. albicans es C. stellatoidea, que es poco patógena, pero 
se ha encontrado en algunas ocasiones asociada a casos de 
endocarditis. Estudios para su diferenciación con C. albi-
cans, han confirmado por diversas ensayos de biología 
molecular la existencia de C. stellatoidea Tipo I, la cual no 
crece a 42°C, no asimila sacarosa y esta asociada al seroti-
po B de C. albicans. C. stellatoidea Tipo II, crece a 42°C, 
tampoco asimila sacarosa y es considerada como variante 
o análoga de C. albicans [12]. 
 En los últimos veinte años se ha observado que alrede-
dor de otras 10 especies del género Candida han incremen-
tado su importancia, desde el punto de vista clínico, como 
agentes causales de candidiasis; entre estas tenemos: C. 
tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. famata, C. 
krusei, C. kefyr (sinónimo obsoleto: C. pseudotropicalis), 
C. glabrata (sinónimo: Torulopsis glabrata), C. pelliculo-
sa, C. lusitaniae, entre otras. 
 Estas levaduras se encuentran ampliamente distribuidas 
en la naturaleza y habitando como comensales en muchos 
mamíferos y aves. La frecuencia de casos de candidiasis 
reportados por estas levaduras esta entre 1 al 30 %. En 

cavidad bucal se ha descrito la presencia de 8% de C. 
tropicalis y entre 3-6% de C. krusei, [6,13]. C. glabrata y 
C. krusei, suelen presentar mayor resistencia al imidazóli-
co fluconazol, por lo que pacientes que reciben este fárma-
cocomo profilaxis tienen mas riesgo de desarrollar infec-
ción por estas dos especies. Con respecto a los mecanis-
mos de resistencia a los antifúngicos en Candida, una 
amplia y actualizada revisión se puede encontrar en la 
literatura [14]. 
 
 
Género Cryptococcus 
 
 En orden de importancia siguiendo a C. albicans, se 
encuentra la levadura capsulada Cryptococcus neoformans, 
agente causal de la criptococosis, micosis sistémica de 
evolución subaguda o crónica, que ocupa el cuarto lugar 
entre las enfermedades oportunistas en pacientes con SI-
DA [15]. En Venezuela, en este tipo de pacientes, consti-
tuye la tercera causa de muerte, después de la histoplasmo-
sis y candidiasis [16]. A nivel mundial, esta micosis tiene 
una prevalencia del 3% en América y Europa, y de 20-35 
% en África [17], afecta ambos sexos, siendo mas frecuen-
te en individuos entre los 30 y 60 años de edad, principal-
mente debilitados e inmunosuprimidos. Las formas clíni-
cas mas frecuentes son la meningitis y la meningoencefali-
tis; en algunos casos puede suceder con diseminación a 
otros órganos. 
 Del estado anamorfo de esta levadura se han descrito 
tres variedades: C. neoformans var. grubii (serotipo A), C. 
neoformans var. neoformans (Serotipo D), ambas de dis-
tribución mundial y C. neoformans var. gattii (Serotipo B 
y C), limitada a regiones tropicales y subtropicales. En su 
estado teleomorfo, incluida en la división Basidiomycota, 
clase Basidiomycetes, se encuentra Filobasidiella neofor-
mans var. neoformans  para los serotipos A y D y Filoba-
sidiella neoformans var. bacillispora para los serotipos B y 
C [18]. 
 Se ha sugerido que el habitat y la principal fuente de 
infección de la variedad neoformans es el excremento de 
aves; la variedad gattii ha sido asociada con los árboles de 
Eucalyptus spp., originarios de Australia. 
 Dentro de las 19 especies de Cryptococcus que han sido 
reconocidas, 6 han sido recuperadas ocasionalmente como 
agentes infecciosos: C. albidus var. albidus, C. albidus  
var. diffluens, C. luteolus, C. laurentii, C. terreus y C. 
gastricus [19]. 
 
 
Otros Géneros de Levaduras 
 
 Entre otro grupo de levaduras de interés médico, se 
pueden mencionar las ocho especies del género Malassezia 
[20], Geotrichum candidum, Trichosporon spp., Rhodoto-
rula mucilaginosa, Sporobolomyces spp., Saccharomyces 
cerevisiae, Hansenula polymorpha, Pneumocystis jiroveci 
(especie que infecta al humano, antiguamente considerado 
como un protozoario y denominado P. carinii), y otras. El 
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alga aclorofílica del género Prototheca también es estu-
diada dentro de este grupo, por la similitud del cultivo con 
el género Candida. P. zopfii y P. wickerhamii son las mas 
reportadas [1-3]. 
 La mayoría de las levaduras antes mencionadas, consti-
tuyen en menor o mayor grado, parte de la microbiota 
normal del organismo. Su incidencia puede variar de 
acuerdo a la localización clínica y procedencia geográfica 
[21]. El incremento de la incidencia de casos clínicos, por 
algunas de estas levaduras, ha hecho que se les adjudique 
el término de “levaduras emergentes”. Sin embargo, hace 
mas de 20 años, se han tenido reportes de aislamientos de 
estas levaduras a partir de material clínico, pero por ser 
mas numerosos en los últimos tiempos, han logrando un 
impacto significativo dentro de la casuística de las micosis 
[13,21,22]. 
 En general, las patologías desarrolladas por este tipo de 
levaduras comunes de la flora cutánea, mucosa y gastroin-
testinal del organismo, pueden abarcar un amplio espectro 
clínico como son: lesiones superficiales (pitiriasis versico-
lor, dermatítis, foliculítis, etc), cutáneas (intertrigo, paro-
niquia, zona pañal, etc), lesiones de mucosa (oral, gástrica, 
entérica, genital) y lesiones sistémicas (septicemias, endo-
carditis, casos meníngeos, etc) [19]. 
 La causa principal de patogenicidad de estas levaduras 
está relacionada con alteraciones del sistema inmunológico 
del huésped, así como con otros factores predisponentes, 
que puedan interferir en el equilibrio del nicho biológico 
que mantienen a estas levaduras en estado de comensal. 
Entre los factores desencadenantes podemos mencionar: 
embarazo, edades extremas (infancia y vejez), uso prolon-
gado de antibióticos, antineoplásicos, glucocorticoides, 
drogas, uso de prótesis dentales, etc [23]. 
 
 
Diagnóstico 
 
 Primeramente se lleva a cabo la inspección clínica y 
posteriormente se realizan los estudios para la orientación 
y confirmación del diagnóstico; entre estos tenemos: estu-
dio micológico (examen directo y cultivo), histopatológi-
co, inmunoserológico y otros. 
 
 
Estudio micológico 
 
 A) Examen directo (ED) o microscópico de la muestra 
clínica: es un método rápido para la visualización de las 
estructuras fúngicas. En una lámina portaobjeto se añade a 
la muestra clínica una gota de un aclarante (KOH 10-40%, 
Clorazol Black E), para favorecer la ruptura de los enlaces 
intercelulares y liberar la célula fúngica; se coloca el cubre 
objeto y se examina directamente al microscopio de luz (o 
en microscopio de fluorescencia en el caso de usar Calco-
flúor), observándose estructuras tales como: blastoconidias 
redondas u ovales, con o sin gemación, pseudohifas, (posi-
blemente Candida spp.); artroconidias y blastoconidias, 
(Trichosporon spp.); sólo artroconidias (Geotrichum spp.), 

etc. La presencia de blastoconidias y pseudohifas está 
asociada con la forma patógena de C. albicans. En todo 
caso es importante señalar que el ED sólo refiere que se 
está en presencia de “estructuras compatibles con”, siendo 
necesario el cultivo para aislar e identificar el microorga-
nismo. En el caso de LCR, se emplea tinta china negra 
para el descarte de criptococosis; una gota del sedimento 
del LCR centrifugado se coloca en una lámina portaobjeto 
y se le añade una gota de la tinta y el cubreobjeto; al mi-
croscopio se pueden apreciar levaduras gemantes, de pared 
definida y cápsula refringente. Este examen sugiere la 
presencia de blastoconidias compatibles con Cryptococcus 
spp. Se precisa el aislamiento e identificación para definir 
la especie. 
 B) Cultivo: Se efectúa por siembra del material clínico 
en medios de cultivo como Sabouraud-Dextrosa-Agar, 
micosel, lactritmel, etc. La mayoría de estas levaduras 
presentan un crecimiento entre 3-5 días. El crecimiento del 
cultivo nos puede mostrar colonias pastosas compactas o 
rugosas de color blanco a crema (sugestivas de Candida, 
Saccharomyces, Prototheca),  colonias anaranjadas o coral 
(Rhodotorula), mucoides (Cryptococcus), de consistencia 
dura, superficie rugosa y seca  (Geotrichum, Trichospo-
ron), etc. 
 Tomando en cuenta que estas levaduras se encuentran 
como comensales en el organismo, es fundamental confir-
mar su significado patológico, para lo cual se debe tomar 
en cuenta la positividad del ED y el crecimiento de un 
número considerable de colonias en el medio de siembra, 
así como su aislamiento en forma repetida del mismo sitio 
de la lesión. En el caso de procesos pulmonares la prueba 
mas contribuyente para el diagnóstico, es el examen histo-
lógico [24]. 
 
 
El por qué de la identificación de levaduras 
 
 Como se ha señalado, una vez aislado el agente, sólo se 
puede sugerir el género al cual pertenece, poco se puede 
referir respecto a la especie. Para tal fin, se hace necesario 
recurrir a los diversos métodos de identificación, pero, ¿Es 
importante llevar a cabo ese tipo de estudio?. 
 En respuesta a esto, McGinnis en 1980 [2], describe que 
“las levaduras son un grupo de hongos heterogéneos que 
superficialmente parecen homogéneos”, lo cual ya sugería 
la necesidad de llevar a cabo métodos, que en lo posible, 
permitieran la identificación en cuanto a género y especie. 
Sin embargo, en la actualidad la importancia de identificar 
estos microorganismos conlleva aún otra serie de razones 
como: 
 
1. La orientación para el tratamiento antifúngico: exis-
ten múltiples reportes en la literatura, sobre la resistencia 
innata y adquirida de algunas de estas levaduras de interés 
médico a los tratamientos antifúngicos de primera y se-
gunda generación, como el caso ya mencionado de C. 
krusei, C. glabrata y C. albicans, las cuales con frecuencia 
pueden presentar resistencia al fluconazol [25]. Un caso de 



Mendoza / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiología 2005; 25:15-23 

 

 

18 

septicemia por C. lusitaniae resistente a Anfotericina B ha 
sido reportado [26]. También se ha señalado que a nivel de 
los serotipos A y B de C. albicans existen diferencias en 
cuanto a susceptibilidad frente a los azoles [27]. Este tipo 
de comportamiento no sólo afecta a las levaduras sino 
también a otros hongos filamentosos, como es el caso muy 
ilustrativo de Scedosporium apiospermun, sensible a un 
amplio rango de antifúngicos mientras que, S. prolificans, 
es resistente a los mismos [28]; de allí la gran importancia 
que tiene el llevar a cabo la identificación del microorga-
nismo, garantizando la eficacia del tratamiento antifúngi-
co. 
 
2. Caracterización epidemiológica: Hoy en día, se refleja 
en muchas casuísticas y publicaciones científicas, la im-
portancia que ha tenido el valorar e introducir en los labo-
ratorios de rutina de micología las pruebas de identifica-
ción de levaduras, las cuales han permitido ampliar cada 
vez mas el conocimiento de estos microorganismos, desde 
el punto de vista clínico, micológico y epidemiológico 
[4,13]. 
 
3. Estudio biológico y molecular: No cabe duda que la 
descripción de la nueva especie Candida dubliniensis en 
1995, fue debida al sustento que proporcionaron las técni-
cas de biología molecular, una vez que los métodos con-
vencionales de identificación, no fueron suficientes para 
lograr la discriminación entre esta especie y C. albicans 
[12]. Cada día, los estudios de biología molecular consti-
tuyen el asiento de toda investigación en el campo taxo-
nómico y biológico, tanto de hongos como de cualquier 
otro microorganismo. Sin embargo, se considera que aún 
estas técnicas moleculares no deben ser abordadas en for-
ma única, sino en conjunto con ensayos complementarios, 
que puedan permitir tener un conocimiento mas integral 
con respecto a los caracteres morfológicos, fisiológicos y 
genotípicos de las levaduras. Esto hasta que estas técnicas 
moleculares puedan ser estandarizadas, certificadas y apli-
cadas en muchos laboratorios de rutina. 
 
 
Como identificar las levaduras 
 
 En la actualidad se cuenta con diversos métodos, los 
cuales varían en tiempo, especificidad, sensibilidad, cos-
tos, etc. De esta manera, cada laboratorio puede adoptar 
los mas acordes a su capacidad y disponibilidad [29]. Sin 
embargo, cabe señalar que es un requisito indispensable 
para abordar estas técnicas contar con un personal bien 
entrenado para la aplicación e interpretación de las mis-
mas.  
 Las técnicas de identificación pueden ser agrupadas en: 
1. Estudio morfológico; 2. Estudio fisiológico y bioquími-
co; 3. Métodos automatizados; 4. Medios diferenciales o 
de  identificación directa; 5. Métodos inmunológicos; 6. 
Biología molecular, y otros como son estudios quimio-
taxonómicos [29,30,31]. 

Las dos primeras técnicas comprenden diversos ensayos, 
los cuales son referidos por lo general como pruebas con-
vencionales de identificación. 
 
1. El estudio morfológico comprende: 
 
Evaluación macroscópica: examinar en un determinado 
medio de cultivo características de la colonia tales como: 
color, textura, topografía de la superficie y bordes de la 
colonia. Se ha referido que estos caracteres pueden variar 
de acuerdo a la fuente de carbono.  
 
Evaluación microscópica: presencia o ausencia de hifas, 
pseudohifas, cápsula, blastoconidias, artroconidias, ballis-
toconidias, etc. 
 
Producción tubo germinativo: Es una de las pruebas  
cortas que nos orienta principalmente hacia la identifica-
ción de C. albicans. Se debe recordar que la especie des-
cubierta mas reciente, C. dubliniensis, también produce 
tubo germinal en un corto periodo de tiempo. El ensayo se 
aplica colocando un pequeño inóculo de la levadura en 
suero humano, de conejo o ratón, clara de huevo o en solu-
ción protéica, por el lapso de 2-4 h a 37 °C.  Se induce el 
desarrollo de una estructura tubular a partir del blastoconi-
dio, sin constricción en su base, característica que lo dife-
rencia de una pseudohifa (Figura.1). 
 

 
 
Figura 1. A) Tubo germinal de Candida albicas obtenido en suero huma-
no a las 3 horas de incubación a 37 °C. B) Blastoconidio con pseudohifa. 
Microscopio de Luz, 100X. 
 
 Aunque es una prueba rápida, tiene el inconveniente de 
dar entre 5 a 10% de falsos negativos y positivos, además 
de requerir de buena experiencia técnica para su lectura 
[1,2]. 
 
Producción de clamidosporas: conforma otra de las 
pruebas rápidas que se utilizan para diferenciar C. albicans 
de las otras especies, teniendo en cuenta que C. dublinien-
sis, también forma clamidosporas en un lapso de 48 horas 
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de incubación a temperatura ambiente. Se requiere la apli-
cación de otros ensayos (fisiológicos, bioquímicos, mole-
culares) para diferenciar estas especies. 
 Entre los medios empleados para inducir clamidosporas 
se encuentran corn-meal, leche, crema de arroz, bilis, hari-
na de trigo, adicionadas con 1% de Tween-80. (Figura 2). 
 

 
 
Figura 2. Clamidosporas de Candida albicans obtenidas a las 48 horas a 
temperatura ambiente en medio de harina de trigo. Microscopio de Luz, 
40X. 
 
 Es importante recordar que las clamidosporas, células de 
resistencia, son vesículas de doble pared, producto del 
ensanchamiento celular por el proceso de almacenamiento 
de nutrientes. A diferencia de la clamidoconidia, la clami-
dospora no es una estructura de reproducción [1,2]. 
 
 
Demostración de cápsula 
 
 La cápsula es una estructura de naturaleza mucoide o 
polisacárida, que envuelve el blastoconidio; esta puede ser 
apreciada por contraste con tinta china o nigrosina, ya que 
las partículas constituyentes de la tinta no pueden penetrar 
a la cápsula, formando un halo definido alrededor del blas-
toconidio. Por contraste de fase, la cápsula también puede 
ser apreciada. La levadura de  Cryptococcus se diferencia 
por tener una cápsula prominente, a diferencia del género 
Rhodotorula, que también puede producir cápsula, pero de 
menor proporción. Éste género contiene múltiples espe-
cies, pero la de mayor importancia en términos de patolo-
gía en humanos es R. mucilaginosa. Se diferencia del ge-
nero Cryptococcus por presentar pigmento de color coral a 
rojo naranja; raramente las colonias pueden ser blancas o 
crema [1,2]. 
 
Inducción de filamentización 
 
 Este ensayo se realiza comúnmente por la técnica de 
Dalmau en medio corn-meal-adicionado con 1% de 
Tween-80 [2], en el cual se inserta un trazado horizontal y 
vertical del inóculo en el medio y se le coloca un cubreob-

jeto estéril. La disminución de la tensión superficial del 
medio y de oxigeno induce y potencia en un lapso de 48 a 
72 horas la producción de hifas, pseudohifas y otras estruc-
turas de fructificación, que son arquetípicas para cada 
especie. Aproximadamente 90% de los aislados de C. 
albicans producen clamidosporas con este método [2], 
Figura 3. 
 

 
 
Figura 3. Cultivo por la Técnica de Dalmau en medio corrn meal -
Tweeen 80 1% para estudio morfológico de Candida  albicans mostrando 
agrupamientos de blastoconidios dispuestos entre células de pseudohifas 
adyacentes.  Microscopio Luz 40X. 
 
Formación de asco y ascosporas 
 
Las ascosporas son esporas haploides producidas dentro de 
un asco como resultado de cariogamia y meiosis; es una 
estructura característica de los Ascomycetes. Entre las 
levaduras patógenas para humanos que desarrollan estas 
estructuras se encuentran Pichia anomala (sinónimo: Han-
senula anomala, teleomorfo de C. pelliculosa), H. poly-
morpha y Saccharomyces cerevisiae [3]. 
 Existen diversos medios de cultivo comerciales (Agar 
YM, Kleyn′s acetato, agar V-8, agar Gorodkowa, etc), que 
son empleados para la demostración de la forma de repro-
ducción sexual de éstos géneros. Estos medios se caracte-
rizan por contener baja concentración de carbohidratos, lo 
cual disminuye el crecimiento vegetativo y favorece el 
desarrollo del asco. Sumando a esto una temperatura de 
20-25°C, un pH entre 6-7 y un inóculo fresco de 2-3 días, 
se logran las condiciones ideales para su desarrollo[1,2]. El 
estudio de los caracteres del asco y ascosporas se realiza 
bajo montaje directo con objetivo de inmersión o a través 
de coloraciones, siendo en este caso recomendada la de 
Schaeffer-Fulton modificada por Wirtz, con la cual las 
ascosporas se tiñen de verde-azulado y el cuerpo vegetati-
vo de rojo [2]. 
 
2. Pruebas fisiológicas y bioquímicas 
 
 Los hongos son organismos quimiotrofos, que degradan 
los nutrientes del medio exterior, como los complejos de 
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hidrato de carbono a través de enzimas exocelulares (per-
measas) en monosacáridos más simples para su absorción. 
Los estudios de evaluación nutricional sobre sustratos 
específicos ha permitido definir el patrón catabólico que 
puede presentar un determinado género o especie [32].  
 De este tipo de estudio se han derivado los ensayos de 
asimilación (auxonograma-degradación aeróbica) y fer-
mentación (zimograma-degradación anaeróbica) de car-
bohidratos para la identificación de levaduras. En el auxa-
nograma, la asimilación del azúcar se detecta por el creci-
miento visible y cambio del indicador de color en el medio 
de cultivo, mientras que en el zimograma, su producto se 
detecta a través de la producción de gas (hidrógeno y an-
hídrido carbónico). Patrones de asimilación y fermentación 
de muchos géneros y especies se encuentran disponibles en 
la literatura [1-3]. 
 
Detección de enzimas 
 
Prueba de ureasa: mide la capacidad de la levadura de 
hidrolizar la molécula de úrea en dos moléculas de amonio 
por la acción de la enzima ureasa; esto genera un incre-
mento del pH del medio y en consecuencia el cambio de 
color de naranja a fucsia [33]. Esta enzima por lo general 
esta ausente en el grupo de los Ascomycetes, pero está 
siempre presente en los Basidiomycetes. Es así como per-
mite diferenciar los géneros Cryptococcus, Trichosporon  
y Rhodotorula, los cuales son ureasa positivos, de Candida 
y Geotrichum que son negativos a este ensayo, salvo algu-
nas excepciones, como C. krusei, la cual puede o no pre-
sentarla [1-3]. 
 
Actividad de fenol-oxidasa: se produce en presencia de 
sustratos orto-fenólicos como ácido caféico o bilis esculi-
na, los cuales son hidrolizados; los productos reaccionan 
con las sales de Fe+3 dando como resultado un pigmento 
oscuro o negro, indicativo de la positividad de la prueba. 
C. neoformans, la especie más patógena de este género, 
tiene la capacidad de producir esta enzima, sin embargo, 
esta puede ser variable en las otras especies del género. La 
asimilación del carbohidrato inositol es común a todas [1]. 
Otras pruebas enzimáticas como la detección de β-
galactosidasa, gelatinazas y β-glucosidasa, son de gran 
utilidad en la identificación de levaduras. Por ejemplo, el 
ensayo de β-glucosidasa: positiva para C. albicans y nega-
tiva para C. dubliniensis [12]. Sin embargo, reportes más 
recientes han demostrado la ausencia de esta enzima en 
algunos aislados de C. albicans [34]. 
 
Otras técnicas complementarias 
 
 Entre estas tenemos ensayos de termotolerancia a 37, 42 
y 45°C, con lo cual se pueden diferenciar las especies 
termófilas. Se ha descrito que C. dubliniensis  puede dife-
renciarse de C. albicans por ausencia de crecimiento a 42 
°C. Sin embargo, hallazgos más recientes demuestran que 
algunos aislados de C. dubliniensis tienen capacidad de 

crecer a 42 y 45°C [35]. Entre otras técnicas, se contempla 
la asimilación de nitratos, la cual es básicamente positiva 
para los generos Hansenula y Rhodotorula. 
 En el ensayo de resistencia a cicloheximida (usando el 
medio de cultivo Micosel), crecen algunas especies de 
Candida, mientras que C. neoformans , S. cerevisiae, C. 
glabrata, C. parapsilosis y G. candidum, son sensibles. 
Otras especies de Candida y Rhodotorula pueden ser va-
riables en su sensibilidad [1,2]. 
 Un hallazgo de importancia a tomar en cuenta para estos 
estudios, es la procedencia clínica de la muestra, ya que se 
encontraron alteraciones morfológicas y bioquímicas (tubo 
germinal, producción de clamidosporas, asimilación de 
azucares) de las levaduras de C. albicans y C. tropicalis 
aisladas de pacientes oncológicos, señalándose la impor-
tancia de un cultivo previo en caldo Extracto de Malta por 
48 horas para reestablecer a la levadura los caracteres 
modificados [36]. 
 
3. Métodos Automatizados 
 
 Son métodos de identificación rápida basados en ensa-
yos de asimilación de carbohidratos y otras pruebas bio-
químicas, los cuales se encuentran estandarizados y simpli-
ficados en forma de sustratos liofilizados. A diferencia de 
las pruebas convencionales, que pueden tomar entre 2-20 
días, el sistema automatizado permite la identificación de 
la levadura en un lapso de 24-48 horas y los resultados 
pueden ser leídos en forma manual o automática a través 
de un Software. Entre estos sistemas podemos mencionar 
el API Candida, API-ATB, ID 32C, API 20C, Vitek Sys-
tems, Baxter MicroScan System y otros (37). El Sistema 
Sensident (Merck) probado en nuestro medio, reportó 75% 
de levaduras correctamente identificadas [38]. Otro estudio 
comparativo entre el método convencional y el Sistema ID 
32C (BioMerieux) mostró 60% de concordancia, la cual se 
incrementó a 80% cuando se combinó con el estudio mor-
fológico y las pruebas sugeridas por el sistema [39]. 
 De acuerdo a estos resultados y nuestra propia experien-
cia, se considera que estos sistemas automatizados deben 
ser complementados con el estudio morfológico, sobre 
todo en el caso de especies poco comunes, ya que este 
estudio es una limitante en estos sistemas. 
 
4. Medios de cultivo diferenciales 
 
 Otro método basado en la detección de actividad enzi-
mática, ha sido desarrollado con mucho éxito en los últi-
mos tiempos. Comprende una serie de medios de cultivo a 
los cuales se les ha adicionado sustratos cromogénicos o 
fluorogénicos, que ponen de manifiesto la presencia o no 
de un grupo de enzimas del hongo: L-prolina-
aminopeptidasa, N-acetil-β-D-galactosaminidasa, β-D-
glucosidasa, pirofosfato-diesterasa y fosfatasa ácida. En 
presencia de sustratos fluorogénicos, la reacción enzimáti-
ca da lugar a compuestos fluorescentes, que pueden ser 
leídos con luz UV, mientras que un sustrato cromogénico 
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da lugar a una colonia pigmentada. Por ejemplo, C. albi-
cans es L-prolina y β-galactosaminidasa positiva, mientras 
que en C. tropicalis  la segunda enzima es negativa, lo cual 
hace que en presencia de la mezcla cromogénica, C. albi-
cans, desarrolle una colonia color verde y C. tropicalis 
azul. 
 Estos medios de cultivo diferenciales, a pesar de arrojar 
una identificación presuntiva, tienen la gran ventaja de no 
requerir mucha experiencia técnica, son rápidos y específi-
cos, permiten identificar el agente a partir del cultivo pri-
mario y discriminan entre mezclas de levaduras de una 
misma muestra, sin embargo, sólo pueden identificar unas 
pocas especies [40,41]. 
 El medio CHROMAgar Candida (Biomedics) descrito 
por Odds y Barnaerts en 1994 [42], uno de los primeros en 
salir al mercado, ha mostrado un 100% de sensibilidad y 
especificidad en la identificación de C. albicans y C. tropi-
calis; también ha sido referido la identificación de C. gla-
brata y C. krusei [41]. Entre otra de sus ventajas resalta su 
utilidad en la diferenciación entre C. albicans y C. dubli-
niensis, las cuales desarrollan un color verde claro y verde 
oscuro respectivamente; similares resultados se han obser-
vado en el medio CandidaID [43]. En Venezuela se des-
cribió por primera vez la nueva especie de C. dubliniensis 
por estudios de caracteres fenotipicos, los cuales incluye-
ron el empleo de este y otros medios [44]. Sin embargo, 
Mesa y col., [45] no encontraron buena correlación con 
estos medios para la identificación. Un estudio mas recien-
te, también en nuestro medio, identificó esta nueva especie 
por  ensayos de PCR, más que por caracteres fenotipicos 
[35]. 
 En la actualidad existen en el mercado una gran variedad 
de medios diferenciales que pueden diferir en cuanto a su 
sensibilidad, especificidad y costo, entre estos tenemos: 
Albicans ID®, Chromalbicans Agar (Biolife, Italia), Can-
dida ID(BioMerieux, Francia), Fluoroplate Candida 
(Merck, Alemania), [43,46-48]. 
 
 
5. Métodos Inmunológicos 
 
 Las técnicas serológicas siguen siendo una herramienta 
de gran valor en el diagnostico de las micosis profundas, 
para la detección de antígenos o anticuerpos.  Estos ensa-
yos, han  sido aplicados en el diagnostico e identificación 
rápida de hongos con el uso de anticuerpos monoclonales 
o monoespecificos por ensayos de Inmunodifusión Doble, 
inmunofluorescencia, aglutinación, ELISA e inmunope-
roxidasa. Hoy en día disponemos de pruebas comerciales 
rápidas y de fácil ejecución como Bicholatex Albicans y 
Krusei color (Francia), consistentes en partículas de latex 
sensibilizadas con anticuerpos monoclonales que reaccio-
nan en forma especifica con antígenos de superficie de la  
levadura (49). Otras técnicas también están disponibles en 
el mercado para diagnóstico e identificación rápida del 
agente causal [50]. 
 

6. Estudios de Biología Molecular 
 
 Son herramientas de alto potencial tanto para el diagnós-
tico como para la identificación y clasificación taxonómica 
de microorganismos. Estos ensayos están basados en el 
análisis de secuencias de ADN genómico, con el uso de 
secuencias cortas específicas de oligonucleótidos con 
técnicas de PCR [30] y PCR-EIA [51]. Métodos más avan-
zados están siendo realizados en formatos miniaturizados, 
donde se ensayan en una sola reacción secuencias de ADN 
o de péptidos para diagnóstico, identificación y evaluación 
de otros aspectos biológicos del microorganismo [52]. 
 Muchos reportes han demostrado la aplicación de las 
técnicas moleculares en la identificación de hongos fila-
mentosos [53] y levaduras (54). Hoy en día se han evalua-
do pruebas de ADN con secuencias especie-específica, 
derivadas de la región variable de la subunidad mayor 26S 
ribosomal del DNA para la identificación de las especies 
de Candida por PCR, así como también secuencias cortas 
de oligonucleótidos, que identifican y discriminan a través 
de PCR a C. albicans y C. dubliniensis [3,35,55]. Un en-
sayo de amplificación aleatoria de segmentos de ADN 
(RAPD) también ha sido propuesto [56]. 
 Las técnicas de biología molecular tienen la gran ventaja 
de ser específicas, sensibles y eficientes, permiten diferen-
ciar especies muy relacionadas entre si desde el punto de 
vista taxonómico, así como la identificación en un corto 
período de tiempo, de hongos que desarrollan pocas o 
ninguna estructura fructífera. Sin embargo, debido a exi-
gencias de costo, infraestructura y experiencia técnica 
requerida, están en el presente, más disponibles en labora-
torios de referencia que de rutina. 
 
Conclusión 
 
 Cada día es más relevante e importante en el diagnóstico 
de una determinada patología la identificación del mi-
croorganismo, en cuanto a género y especie. En buena 
hora se cuenta con el conocimiento, la experiencia y gran 
parte de las herramientas necesarias, para que un laborato-
rio de micología pueda implementar y realizar como rutina 
el aislamiento e identificación de un determinado agente 
causal de micosis, en particular de las levaduras, ya que se 
cuenta al menos con el estudio morfológico, pruebas bio-
químicas y otros medios disponibles. Sin embargo, para  
garantizar el éxito de estos estudios, se hace énfasis en la 
necesidad de tener un personal calificado para llevar a 
cabo la identificación de levaduras y otros estudios que se 
puedan derivar. 
 La importancia que se brinde a este tipo de trabajo, es lo 
que puede llevar en un futuro a la creación y fortalecimien-
to de laboratorios especializados en el diagnóstico y estu-
dio de las levaduras, lo cual traería como consecuencia un 
despliegue cada vez mayor sobre el conocimiento de estos 
microorganismos.  
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