Blanco de calcofltor:
en busqueda de un mejor diagnostico
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Resumen

Introduccion: Blanco de calcofldor (BCF) es una tincién fluorescente
que permite observar estructuras micoéticas en distintas muestras clinicas
gracias a la afinidad que tiene por la quitina. La microscopia en campo os-
curo facilita la visualizacion correcta de los patdgenos lo que favorece el
diagnostico oportuno y correcto de los pacientes. Por lo tanto, este trabajo
tiene como objetivo evaluar la capacidad de identificacion de estructuras
micoticas en diferentes muestras bioldgicas de la coloraciéon de blanco de

calcofltor.

Materiales y métodos: se evaluaron 36 muestras bioldgicas (flujo vagi-
nal, lavado broncoalveolar, liquido cefalorraquideo, escamas, orina, cornea,
hemocultivo y biopsia) en busca de hongos. Todas las muestras fueron pro-
cesadas por medio de las tres técnicas: hidroxido de potasio (KOH) al 20%,

cultivo micolégico y blanco de calcofluor.
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Resultados: la técnica de KOH dio un resultado positivo en 58,3% de
los casos, el cultivo en el 69,4% v la tincion con blanco de calcofllor en el
72,2%. La sensibilidad y la especificidad de la técnica de BCF frente al KOH
fue de 95% vy 67% respectivamente, mientras que frente cultivo micolégico
fue de 100% vy 91%.

Conclusiones: este estudio demuestra que la técnica de BCF es un buen
meétodo para la identificacion de estructuras micoéticas en las muestras clini-
cas debido a que demostrd una alta sensibilidad y especificidad en relacion
con el método tradicional y el cultivo.

Palabras claves: Blanco de calcofltior; KOH; Cultivo micoldgico; Diag-
nostico; Hongos.

Abstract

Objective: calcofluor white (CFW) is a fluorescent stain that allows ob-
serving fungal structures in different clinical samples thanks to its affinity
for chitin. Darkfield microscopy facilitates the correct visualization of patho-
gens, favoring patients’ timely and correct diagnosis. therefore, this work
aims to evaluate the capacity for identifying mycotic structures in different
biological samples of CFW staining.

Materials and methods: thirty-six biological samples (vaginal fluid, bron-
choalveolar lavage, cerebrospinal fluid, scales, urine, cornea, blood culture,
and biopsy) were evaluated for fungi. All samples were processed by the
three techniques: potassium hydroxide 20% (KOH), mycological culture and
CFW.

Results: KOH technique gave a positive result in 58.3% of the cases,
culture in 69.4% and CFW staining in 72.2%. The sensitivity and specific-
ity of the CFW technigue against KOH were 95% and 67/%, while against
mycological culture was 100% and 91%.

Conclusions: this study demonstrates that the BCF technique is a suit-
able method for identifying fungal structures in clinical specimens because
it showed high sensitivity and specificity relative to the traditional method
and culture.

Keywords: Calcofluor white; KOH; Mycological culture; Diagnosis; Fungi.

REVISTA MEDICA RISARALDA 2023



Introduccion

En los estudios microbioldgicos se pretenden obtener resultados preci-
sos y en el menor tiempo posible, esto permite que los pacientes reciban
el tratamiento adecuado y mejoren su calidad de vida. Especificamente en
las micosis, los procedimientos de diagndstico en el laboratorio se basan
en la microscopia directa y el cultivo del microorganismo. Por lo tanto, la
utilizacion de coloraciones para la identificacion de estructuras micoticas
tiene una alta importancia en el diagnostico clinico, la identificacion se fun-
damenta en las propiedades fisicoquimicas de estas sustancias vy la reaccion
que desencadena sobre las células microbianas (1).

La técnica de hidroxido de potasio (en adelante KOH) es un método
util, simple, rapido y de bajo costo, el cual se fundamenta en la capacidad
de digestion del KOH sobre la queratina disolviendo proteinas vy lipidos (2).
Mientras que la técnica del blanco de calcofltior (en adelante BCF) es una
tincion fluorescente con gran afinidad por la quitina y la celulosa de la pared
celular (3, 4). Aunque es muy sensible y especifica requiere el uso de un
microscopio de fluorescencia.

Al utilizar la técnica de BCF se puede dar un diagndstico presuntivo ra-
pido en muestras clinicas lo que permite la visualizacion de las estructuras
fungicas y disminuye el tiempo para el observador, debido a que no requiere
de experiencia para la visualizacion de las estructuras micoticas y el fondo
de la tincion se colorea de negro vy los hongos fluorescen; existen reportes
de esta técnica que posibilitan la observaciéon rapida desde candidiasis (5),
pitiosis (6), esporotricosis (7) hasta aspergilosis (8). Incluso, estudios previos
han sugerido que la microscopia directa con fluorescencia puede ser una
técnica sensible, que podria aumentar las tasas de deteccion en compara-
cion con KOH en el diagnostico de infecciones fungicas (2-11).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de identificacion de
estructuras micoticas en diferentes muestras bioldgicas de la coloracion de
BCF.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio observacional, en el cual se incluyeron 36 muestras
analizadas en el laboratorio clinico SYNLAB-Colombia (https:/www.synlab.
co/) entre junio y diciembre de 2021, de flujo vaginal, lavados broncoal-
veolares, escamas de unas, liquido cefalorraquideo, orina, sangre, cornea y
tejido.

Cada muestra fue evaluada mediante examen directo usando BCF,
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KOH al 20% vy cultivo micolodgico que determind la cantidad de estructuras
micoticas.

Se tom6 como estandar de oro la siembra en medios de cultivo, con
excepcion de las muestras que fueron positivas para Pneumocystis jirovecii,
las cuales tuvieron como estandar el método de reaccion en cadena de po-
limerasa (en adelante PCR) debido a su imposibilidad de cultivar.

Durante el montaje de BCF se utilizaron dos cepas control (ATCC Can-
dida albicans 14053 y ATCC Escherichia coli 25922) con el propdsito de
garantizar el buen funcionamiento de la técnica.

Evaluacion mediante KOH al 20%

Se depositaron 40 ul de cada muestra liquida, o escamas de unas, sobre
una lamina portaobjetos y se agregaron 40 uL de KOH al 20%. Se homoge-
neizo y se cubrié con una laminilla, se dejo reposar por 1 minuto y posteri-
ormente se observd al microscopio de luz (OLYMPUS CX31) en 10X y si se
observaban estructuras micoticas se identificaban en 40X.

Evaluacion mediante blanco de calcofltor

Para todas las muestras se depositaron 40 ulL de la muestra, o una can-
tidad representativa en las muestras solidas, sobre una lamina portaobjetos.
Posteriormente se agregaron 40 ul de KOH al 20% y 40 uL de BCF, se ho-
mogenizo y se cubrio con una laminilla, se dejo reposar por 1 minuto y luego
se examina bajo luz ultravioleta (UV) en objetivo de 40X con el microscopio
de fluorescencia (Nikon, Eclipse E4Q0, serie: 672999).

Evaluaciéon mediante cultivo micolégico

El diagnodstico micoldgico por cultivo en muestras genitales, orina y san-
gre se realizo al utilizar el medio cromogénico y Sabouraud suplementado
con cloranfenicol, en las muestras respiratorias, biopsias, escamas. En el
caso de detritus de unas vy piel fue necesario cambiar el medio cromogénico
por Mycosel, mientras que en los liquidos estériles fueron cultivados en
medio Sabouraud dextrosa y Sabouraud suplementado con cloranfenicol.

Analisis estadistico

Se realizo estadistica descriptiva y se calculd la sensibilidad vy la especi-
ficidad de las técnicas de KOH al 20% y BCF de acuerdo al resultado del
cultivo.

Resultados

La cantidad de muestras analizadas vy la presencia de estructuras fun-
gicas en relacion a las técnicas de KOH al 20%, el BCF o el cultivo son
mostradas en la tabla 1. El porcentaje de muestras positivas fue mas alto al
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usar BCF (72.2%), seguido por el cultivo (69,4%), mientras que la tincién de

KOH al 20% (58,3%).

Tabla 1. Tipo de muestras analizadas, estado de positividad
por las técnicas de KOH al 20%, BCF y cultivo micolodgico.

Tipodemuestras | ERSE | K Caitvas | positive | calcoflaor positivas
Flujo vaginal 5 5 5 5
Lavado broncoalveolar 7 1 3 3
Liquido cefalorraquideo 3 2 2 2
Escamas 12 8 10 11
Orina 1 1
Cérnea 1 1
Sangre 3 3 3
Biopsia 1 0 0 0
TOTAL 36 21 25 26

La sensibilidad del examen directo con el BCF fue del 95% v la especifi-

cidad del 67%, mientras que la sensibilidad del cultivo respecto al BCF fue
del 100% v la especificidad del 91% (tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de las especificidades y sensibilidades del

cultivo fungico y el examen microscopico después de la tincion con
hidroxido de potasio o BCF.

Cultivo e hidréxido de

Cultivo y blanco

Hidréxido de potasio y

potasio de calcofldor blanco de calcofltor
Sensibilidad 80% 100% 95%
Especificidad 921% 91% 67%
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Observaciéon macroscoépica y microscopica de las muestras

Las 36 muestras clinicas se procesaron por las tres técnicas, en la figura
1y 2 se muestran dos ejemplos de identificacion con cada una de las meto-
dologias empleadas para su evaluacion.

Figura 1. Comparacion de las tres técnicas evaluadas en una muestra
de sangre en la cual se obtuvo crecimiento de complejo Fusarium sp.

A) Cultivo micoldgico, se obtuvo crecimiento de hongo filamentoso

en agar sabouraud.

B) KOH al 20%, se observan hifas hialinas septadas y macroconidias.

C) Blanco de calcofltor, se observan hifas hialinas septadas y

macroconidias en forma de media luna.
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Figura 2. Comparacion de las tres técnicas evaluadas en muestra de

flujo vaginal con crecimiento positivo para Candida albicans.
A) Cultivo micologico, se obtuvo crecimiento de colonias cremosas,
levaduriformes.
B) KOH 20%, se observan blastoconidias y pseudohifas cantidad abun
dante.
C) Blanco de calcofltor, se observan blastoconidias y pseudohifas can
tidad abundante.
Discusion
En la comparacion entre la técnica de KOH al 20% frente la tincion
de BCF, se observd un porcentaje de positividad del 58,3% (21 de 36
muestras), frente un 72,2% que se obtuvo mediante la técnica de BCF (26
de 36 muestras), lo que evidencid una mayor especificidad y sensibilidad el
BCF (tabla 2). Resultados similares fueron reportados por Abdelrahman et
al. (12) en 2006 y Sanchez Armendariz et al. (4) en 2013. Sin embargo, un
estudio realizado por Bonifaz et al. (?) en 2013 en muestras de 33 paciones
con onicomicosis en la Ciudad de México no observaron que el diagnostico

al usar BFC (58% de las muestras fueron positivas) fuera mejor que KOH
(67%) o cultivo (33%) (9).
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En concordancia con los resultados del presente estudio Bao et al. (13)
ratifican la importancia del uso de la fluorescencia debido a que mejora la
sensibilidad vy la especificidad del examen directo.

Si bien el KOH al 20% es una técnica util y altamente utilizado para la
identificacion de hongos, presenta algunos problemas como la posibilidad
de interpretar algunas estructuras no micoticas como hongos y producir fal-
sos positivos (2), ademaés de ser dificil la observacion de estructuras fungicas
en muestras con recuentos bajos de microorganismos (2, 4); la microscopia
constituye, por su bajo costo y disponibilidad, un método de diagnostico ac-
cesible a los laboratorios de baja complejidad, pero podria mejorarse imple-
mentando la técnica de BCF (9). Pihet et al. (14) evidenciaron, como en el
presente estudio, mejores resultados en el diagndstico al usar la técnica de
BCF para el procesamiento de muestras clinicas.

Uno de los mayores inconvenientes que se encuentran en esta uUltima
es la fluorescencia que se puede tener en muestras muy gruesas, princi-
palmente en unas, debido a que no permite visualizar bien las estructuras
micoticas. Se ha reportado que la sensibilidad de BCF varia entre tres micro-
bidlogos, debido a que es una prueba subjetiva y depende de la experiencia
del observador (6), pero la fluorescencia en un campo oscuro permite que
observadores que no cuenten con experiencia logren identificarlas con fac-
ilidad, lo que disminuye el porcentaje de resultados falsos negativos (10, 15,
16). Recientemente, fueron reportados dos casos pediatricos en los cuales
se logro, mediante BCF, la deteccion en liquido de lavado broncoalveolar de
una aspergilosis pulmonar invasiva, esto permitiotomar decisiones rapidas
de tratamiento (8).

De otro lado, dado que cada hongo tiene requerimientos de crecimien-
to diferentes, las muestras clinicas deben ser cultivadas en medios solidos
(agar Sabouraud Dextrosa y Mycosel), algunos contienen cicloheximida vy
cloranfenicol para inhibir el crecimiento de hongos ambientales y bacterias
(17). Sin embargo, periodos de crecimiento de 2 a 6 semanas y a pesar de
una preparacion de KOH al 20% positiva, el cultivo de patdgenos puede
no obtener crecimiento, especialmente si ya se ha iniciado el tratamiento
antifingico (18), y la identificacion instantanea de un patdgeno especifico
permite el inicio de una terapia adecuada en un corto periodo de tiempo
(18), por lo tanto, es necesario implementar otras ayudas diagndsticas como
el BCF.

Los resultados obtenidos del presente estudio evidencian un porcen-
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taje de positividad en la técnica de BCF de 72,2% que corresponde a 26
muestras, frente al 69,4% de positivos obtenidos en los cultivos micologi-
cos, resultados similares fueron reportados por Biao et al. (19). Incluso, con
el avance de las tecnoldgicas, en los Ultimos anos se ha intentado realizar
microscopia de fluorescencia mediante teléfonos maoviles para la identifi-
cacion de patégenos fungicos, lo cual podria ser Util con el propdsito de
realizar diagnosticos en lugares mas apartados a bajo costo y de una manera
simple (20).

Adicionalmente, se hallaron Pneumocystis jirovecii en algunas las
muestras clinicas, estos pudieron observarse por medio de la técnica de
BCF en donde se evidenciaron sus ascas, caso contrario ocurrié en la tin-
cion de KOH al 20% donde no se observd ninguna estructura micotica.
Esto demostrd que la técnica a evaluar presenta un excelente rendimiento
comparada con su prueba estandar la PCR, la cual identifico el patdgeno en
los bioldgicos analizados. Estos resultados concuerdan con el estudio real-
izado por Abastabar et al. (21) quienes lograron identificar las estructuras de
Pneumocystis jirovecii por la técnica de BCF y luego por la técnica de PCR y
concordaron perfectamente.

En conclusion, la técnica de BCF, aunque mas costosa, se perfila como
la mas rapida y sensible para el diagnostico de las micosis. Los costos de im-
plementacion resultan minimos si son comparados con los del incremento
de la hospitalizacion de los pacientes por retrasos en los reportes o ausencia
de un diagnostico micologico oportuno.
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