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cutaneas. comparacao dos métodos do hidroxido de
potassio e do Calcofluor White'

Laboratory diagnosis of superficial and cutaneous
mycosis. a comparison of the potassium hydroxide and
Calcofluor White methods
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Resumo: FUNDAMENTOS - As micoses superficiais e cutaneas tém surgido com grande prevaléncia no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parand.

OsieTIVOS - Avaliar 0 método do calcofluor white (CFW) mediante comparagéo com o método do hidroxido de potés-
sio (KOH).

METopos - Foram analisadas 74 amostras de raspados de pele, unha, couro cabeludo e cabelo de 62 pacientes de
ambos os sexos em diferentes idades. O material foi coletado nos Ambulatérios de Dermatologia, Dermatopediatria e
Pronto Atendimento do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, entre outubro de 1995 e margo de
1996. Os espécimes foram analisados por ambos os métodos e comparados no presente trabalho. Os resultados obti-
dos foram submetidos a analise estatistica do Qui-quadrado.

ResuLTaDOs - Os resultados obtidos indicaram o CFW téo efetivo quanto o KOH. O hidrdxido de potassio apresentou 38 (51%)
resultados positivos e 36 (49%) negativos. O calcofluor white foi positivo em 35 (47%) amostras e negativo em 39 (53%).
ConcLusho - Os dados revelaram igual eficacia entre os métodos avaliados; no entanto, 0 método do calcofluor white
necessita de um laboratério equipado com microscopio de imunofluorescéncia.

Palavras-chave: corantes fluorescentes; diagnostico; métodos; micoses; Microscopia de fluorescéncia.

Summary: BackGrOUND - Superficial and cutaneous mycosis have appeared with great prevalence at the Clinical
Hospital of the Parana State Federal University.

OsiecTIvES - To evaluate the calcofluor white method (CFW) in comparison with the potassium hydroxide method (KOH).
MeTHoDs - 74 samples of skin, nail, scalp and hair scrapings were analyzed in 62 male and female patients of dif-
ferent ages. The material was collected at the Dermatology, and Dermatopediatric Clinics and Emergency
Department of the Federal University of Parana State Clinical Hospital from October 1995 to March 1996. The spec-
imens were analysed by both methods, and compared in this study. The results were submitted to Qui-square sta-
tistical analysis.

ResuLts - The results obtained indicated CFW was as effective as KOH. Potassium hydroxide showed 38 (51%) posi-
tive and 36 (49%) negative results. Calcofluor white showed positive results in 35 (47%) samples and negative
results in 39 (53%) samples.

ConcLusion - The data revealed equal efficiency in the two methods evaluated. On the hand, the calcofluor white
method requires a laboratory equipped with an immunofluorescence microscope.
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INTRODUCAO

As micoses superficiais e cuténeas tém surgido com
grande prevaléncia nos ambulatérios de Dermatologia,
Dermatopediatria e no Pronto Atendimento do Hospital de
Clinicas da Universidade Federa do Parana

O exame micoldgico direto de espécimes com suspeita
de micose fornece resultados anteriores as culturas, que podem
levar dias ou semanas.* Essasinformagdes, em conjunto com a
anamnese, auxiliam o clinico aingtituir o tratamento adequado
e precocemente. O hidréxido de potassio (KOH) € um reativo
que clarificae digere o material clinico; no entanto, a presenca
de e ementosflingicos requer tempo e experiéncia,! poisndo ha
contraste entre restos cdulares e elementos flingicos (Figura
1). O calcofluor white (CFW) € um agente clareador ampla
mente utilizado nas indUstrias téxtels e de papel, que e liga
naturalmente a celulose e a quitina*®* Desde 1984 vem sendo
empregado em laboratorios de patologia e microbiologiaclini-
ca como uma coloragdo néo especifica para fungos em amos-
tras clinicas* O CFW quando adicionado a0 KOH em partes
iguais cria uma solucdo que clarifica debris celulares e cora os
elementos fungicos quando observados em microscopio de
fluorescéncia, facilitando a interpretacdo dos resultados’
(Figura 2). Esse método é considerado rapido, de facil leitura,
eum dos mai's especificos e sensiveis.** O uso desse fluorocro-
Mo ndo se restringe ao diagndstico de micoses superficiais e
cuténess, ele vem sendo amplamente utilizado em estudos de
micoses sistémicas e oportunisticas,® bem como marcador no
estudo de biologia molecular de fungos.®

MATERIAL E METODOS

Foram andisadas 74 amostras de raspado de pele,
unha, couro cabeludo e cabelo em 62 pacientes de ambos 0s
sexos em diferentes idades. O material foi coletado nos
Ambulatdrios de Dermatologia, Dermatopediatria e Pronto
Atendimento do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parana. As 74 amostras que foram anaisadas no
Laboratdrio de Micologiado referido hospital representaram o
numero total de espécimes enviados ao Laboratdrio com sus-
peita de micoses superficiais e cutneas no periodo de outubro
de 95 amarco de 96. Os pacientes ainda ndo estavam em tra-
tamento. Pequenas porcdes de

INTRODUCTION

Superficial and cutaneous mycoses have appeared
with increasing prevalence in Dermatology and
Dermatopediatric clinics, and the Emergency Department
at the Federal University of Parana State Clinical Hospital.

The direct microscopic examination of specimens
suspected of mycosis can yield rapid diagnostic informa-
tion ahead of culture results, which may take days or
weeks. This information, along with anamnesis, assists the
doctor in ingtituting the appropriate treatment earlier.
Potassium hydroxide (KOH) is a useful agent for clarifying
the specimen. However, presence of fungal elements requi-
res experience and is time consuming' (Figurel).
Calcofluor white (CFW) is a fluorescent brightener that is
widely used in the textile and paper industries. It naturally
binds to chitin and cellulose.** Snce 1984 it has been used
in clinical microbiology and pathology laboratories as a
nonspecific stain for fungal specimens.* CFW added to
KOH in equal parts creates a solution that clarifies cellu-
lar debris and colors fungal elements when observed with
a fluorescent microscope, thus facilitating inter pretation of
the results’ (Figure 2). This method is rapid, easy to read,
and one of the most specific and sensitive for fungal detec-
tion.** Use of this fluorochrome is not limited to the diag-
nosis of superficial and cutaneous mycoses. It has also
been employed thoroughly in studies of systemic and
opportunistic mycoses,® and as a marker in the study of
molecular biology of fungi.®

MATERIAL AND METHODS

A total of 74 samples of hair, skin, scalp and nail
scrapings was analyzed in 62 male and female patients of
different ages. The material was collected in the
Dermatology and Dermatopediatric Clinics and Emergency
Department of the Federal University of Parana Sate
Clinical Hospital. The 74 samples analyzed at the Mycology
Laboratory of the aforementioned Hospital consisted of the
total number of specimens sent to the laboratory with clini-
cal suspicion of superficial and cutaneous mycoses from
October 1995 to March 1996. The patients were not under-
going treatment yet.

cabelos e ou escamas foram sus-
pensas em uma gota de KOH

Figura 1: Raspado de
pele mostrando células
leveduriformes agru-
padas em "cachos" e hifas
(preparagdo com KOH,
fotografada com lentes
de 40 vezes)

Small portions of hair
and/or scalings were suspen-

Figure 1: Skin scra-
ping shows budding
yeast cells and
hyphae (KOH prepa-
ration, pho-
tographed with a
x40 lens).
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Figura 2: Raspado de
pele mostrando células
leveduriformes agru-
padas em “cachos" e
hifas (preparagdo com
KOH 40% e CFW,
fotografada com lentes
de 40 vezes)

40% em |&mina para microsco-
pia e cobertas por laminula. As
l[&minas foram observadas em
microscopio 6tico (Olympus

Figure 2: Skin
scraping shows
budding yeast
and hyphae
(KOH with CFW
preparation,
photographed
with a x40 lens).

ded in a drop of KOH 40% on
a microscope dlide, overlain
with a coverslip. The slides
were viewed under a light

CBA, lampada adgena 6V e

10W), sob 0 aumento de 20 e 40 vezes apds aproximadamen-
te 15 minutos de seu preparo (tempo necessario para o clarea
mento dos restos celulares). A solugéo de calcofluor white foi
feitacom adiluicdo de 0,1g de CFW M2R (C.I. 40622; Sigma
Chemical) e 0,059 de azul de Evans (Sigma) em 100ml de
agua destilada; 0 azul de Evans age como um corante de con-
traste parao CFW. Uma peguena porcao daamostraclinicafoi
misturada a uma gota de KOH 40% e uma gota de CFW em
I&mina para microscopia em seguida cobertas com laminula.
Apbs um periodo de 10 a 20 minutos as |aminas foram obser-
vadas em microscopio de imunofluorescéncia (Olympus CBA,
luz ultravioleta, filtro 490nm, barreira530). Osresultados posi-
tivos foram definidos pela presenca de estruturas fungicas,
como cédlulas leveduriformes, hifas, pseudo-hifas e artroconi-
dios. Em microscopia de fluorescéncia as estruturas fungicas
aparecem em coloracdo verde-maca.

Os dados obtidos pelos exames laboratoriais foram
quantificados em porcentagem e comparados pelo teste do
Qui-quadrado (x* = X (d %esp); Karl Pearson),” estabele-
cendo um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Entre as 74 amostras analisadas por ambos métodos
38 (51%) apresentaram resultados positivos e 36 (49%)
negativos para 0 KOH; parao CFW 35 (47%) positivos e 39
(53%) negativos.

N&o ocorre diferenca estatisticamente significante
entre as técnicas comparadas em relagdo aos resultados
positivos ou negativos (Qui-quadrado 0,24, 1gl, p=0,05)
(Tabela 1), pois o valor do qui-quadrado calculado (0,24) é
menor (no significativo) do que o valor do qui-quadrado
tabelado (3,84) para o grau de liberdade 1 no nivel de pro-
babilidade de 5% (0,05).

DISCUSSAO

A identificagdo de estruturas flingicas em amostras
com suspeita de micose é técnica que requer consideravel
experiéncia.® O exame micoldgico direto € comumente rea-
lizado com hidréxido de potéssio. Lamentavelmente resul-
tados falso-negativos podem ocorrer.®* Nao ha contraste
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microscope (Olympus CBA,
6V and 10W). They were scanned at a magnification of 20
and 40 times after approximately 15 minutes of prepara-
tion (i.e., the time necessary to clarify cellular materials).
Calcofluor white solution was prepared with 0.1g CFW
M2R (C.I. 40622; Sgma Chemical) and 0.05g Evans blue
(Sgma) in 100 ml distilled water, the Evans blue serving
as a counterstain to calcofluor white. A small portion of
the clinical sample was suspended in a drop of KOH 40%
and another drop of CFW on a microscope slide, overlain
with a coverdlip and left to clear for 10 to 20 minutes. The
slides were then viewed under an imunofluorescent
microscope (Olympus CBA, ultraviolet light, 490nm filter,
530nm barrier filter). A positive microscopy result was
defined as the presence of fungal elements, such as yeasts,
hyphae, pseudohyphae and arthroconidia. With fluores-
cence microscopy fungal structures appear in an apple-
green color.
The results were quantified in percentages and sub-
mitted to Qui-square statistical analysis (x> =2 (d Yesp);
Karl Pearson),” which established a p level of 5%.

RESULTS

In a total of 74 samples analysed by both
methods, potassium hydroxide presented 38 (51%) posi-
tive results and 36 (49%) negative results. Calcofluor
white presented 35 (47%) positive results and 39 (53%)
negative results.

There was no significant statistical difference bet-
ween the two techniques in relation to the positive or nega-
tive results (Qui-square 0.24, 1gl, p=0.05) (Table 1), becau-
se the Qui-square value (0.24) isless (no significance) than
the Qui-square tabled value to 1 degree of freedom at a 5%
significance level (0.05).

DISCUSSION

The identification of fungal elements in samples
suspected of mycosis is a technique that requires consi-
derable experience and expertise.® Direct microscopy is
currently applied with the potassium hydroxide method.
Unfortunately, many false-negative results can occur.®*
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Tabela 1: Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos do KOH e do CFW entre as amostras com resulta-
dos positivos e negativos. / Table 1: Comparison of results obtained by KOH and CFW methods from samples
showing positive and negative results.

Método / Method

+
obs. esp. / exp.
KOH 38 36,5
CFW 35 36,5
Total 73 73

Resultados / Results

obs. esp. / exp. Tota X2

36 37,5 74

39 375 74

75 75 148 0.24ns

ns: Ndo significativo / Not significant
obs: observados / observed

esp: esperados / expected

X*: Qui-quadrado / Qui-square

entre o fungo e debris celulares.? As amostras podem conter
uma quantidade peguena de estruturas fangicas, fato esse
gue dificulta ao examinador observar estruturas e dis-
tingui-las dos artefatos' produzidos pela agdo do KOH em
materiais proteinaceos.! Honig* reporta que ocorre uma
diminuicdo de resultados falso-negativos quando o exame
de KOH é realizado por um profissional com experiéncia.
O calcofluor white vem sendo estudado no diagndstico
laboratorial de micoses e considerado método smples, rapido,
dtamente sensivel e especifico. As preparagdes s2o lidas mais
rapidamente e com baixo risco de erro.2*¢* O CFW facilita a
identificacdo de estruturas flingicas, mesmo quando em peque-
nas quantidades,™* e exige menos experiéncia do observador.*
Em 1984 Hageage e Harrington desenvolveram estu-
do sobre 0 uso do CFW em micologia clinica. Adicionaram
CFW a0 KOH 10% em exames a fresco e em exames histo-
patolégicos de amostras com suspeita de micose.
Concluiram que o calcofluor white é o método mais simples
e rgpido para deteccéo de fungos em espécimes clinicos.
Monheit,® em pesquisa realizada sobre a deteccdo de
fungos em tecidos usando calcofluor white e microscopio
de fluorescéncia, conclui que o calcofluor é tdo efetivo
guanto os outros métodos comumente utilizados, tais como
Gomori Methenamine Slver (GMS), Periodic Acid-Schiff
(PAS) e Hematoxilin-Eosin (HE).
Haldane e Robart' em 1990 analisaram 207 amostras
de micoses superficiais. Nesse trabaho para dermatdfitos, o
cal cofluor teve sensibilidade de 92% e especificidade de 95%.
O hidroxido de potéssio teve sensibilidade de 88% e especifi-
cidade de 95%. Os autores concluem gque 0 CFW e 0 KOH s&o
similarmente efetivos na deteccéo de dermatdfitos com vao-
res preditivos smilares de postividade e negatividade. Os
autores sugerem que sgjam redlizadas mais investigages
sobre aidentificac&o deleveduras com o CFW, pois ocorreram
casos de resultados falso-positivos. Esses resultados de
microscopia falso-positivos podem ocorrer pela presenca de
artefatos, pela distribuicdo desigual de fungos na amostra ou
se o fungo presente ndo for viavel ou cultivavel. A aplicagéo
do calcofluor white seria vantgjosa em laboratdrios com rota
tividade de profissonais, onde ndo ha possibilidade de se
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For example, there is no contrast between the fungi and
cellular debris and samples may contain a small amount
of fungal structures. This makes detection of fungal ele-
ments more difficult by not allowing a clear distinction
from the artifact’ produced by the action of KOH on pro-
teinaceous material.* Honig’ reports a decrease of false-
negative results when the KOH is performed by a derma-
tologist.

Calcofluor white stain has been studied in
laboratory diagnoses of mycoses as a simple, rapid
and highly specific and sensitive method.
Preparations are therefore screened more rapidly
with a lower risk of missing fungi.*>*¢ CFW facilita-
tes the identification of fungal structures, even in
small quantities,™* and less experience is required
on behalf of the observer.**

In 1984 Hageage and Harrington? reported the
use of CFW in clinical mycology. They added CFW to
KOH 10% in fresh and histopathologic exams of sam-
ples suspected of mycosis. They concluded that calco-
fluor white is a simpler and more rapid method by
which to detect fungi in clinical specimens and tissue
sections.

Monheit,® in a survey of fungus detection in tissues
using calcofluor white and a fluorescence microscope,
concluded that cal cofluor is as effective as other commonly
used methods, such as Gomori's Methenamine Slver
(GMS), Periodic Acid-Schiff (PAS) and Hematoxylin-Eosin
(HE).

Haldane and Robart! in 1990 analyzed 207 sam-
ples of superficial mycoses. In their study of dermatophy-
tes, calcofluor had 92% sensibility and 95% specificity.
Potassium hydroxide had 88% sensibility and 95% spe-
cificity. The authors concluded that CFwW and KOH are
equally effective in the detection of dermatophytes with
similar positive and negative predictive values. The
authors suggested further investigation into yeast identi-
fication using CFW, because of false-positive results.
These results may occur if artifacts are misidentified,
that is, if there is uneven distribution of fungi in a speci-
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adquirir e manter experiénciacom o hidréxido de potassio. Os
autores sugerem que para micoses superficiais o calcofluor
white sgja reservado para fungos filamentosos ou fungos que
possam ser identificados morfol ogicamente. Honig* confirma
0s resultados de Haldane e Robart em estudo com cal cofluor
white no diagndstico de tinea capitis, obtendo como resulta-
dos positivos 76% e negativos 10% para o teste do CFW em
culturas positivas. O autor conclui que atécnicado calcofluor
white exige um laboratério equipado com microscopio de
fluorescéncia, equipamento que normamente ndo consta em
laboratdrios de microbiologia.

Em recente pesquisa bibliogréfica pode-se verificar que
o calcofluor white continua a ser estudado, porém com enfo-
que em infecgdes flingicas sistémicas e oportunisticas. Outros
trabalhos vém sendo realizados com o CFW como marcador
molecular, no estudo da estrutura de parede dos fungos.®

Essas pesquisas encorajaram a realizac8o do presen-
te trabalho a fim de avaliar o uso do calcofluor white no
diagndstico laboratorial de micoses superficiais e cutaneas
no referido laboratdrio.

Nesta pesguisa 0 CFW mostrou-se igualmente efeti-
vO a0 KOH com valores positivos e negativos muito proxi-
mos. Esse resultado corrobora os trabal hos referidos.

CONCLUSAO

Os autores concluem que os métodos avaliados sao
igualmente efetivos. A experiéncia do observador com o
método do hidréxido de potéssio fez com que o calcofluor
se mostrasse igual a0 KOH, ndo havendo vantagens em se
adotar técnica na rotina do laboratdrio.

Adicionalmente, para a maioria dos laboratérios de
micologia do pais, aimplantacdo do método do CFW seria
desvantgjosa devido a necessidade da obtencdo de um
microscopio de fluorescéncia. a

REFERENCIAS / REFERENCES

1. Haldane DJM, Robart E. A comparison of calcofluor white,
potassium hydroxide, and culture for the laboratory diagnosis of
superficial fungal infeccion. Diagn Microbiol Infect Dis1990;
13(4): 337-40.

2. Hageage GJ, Harrington BJ. Use of calcofluor white in clinical
Mycology. Lab Med 1984; 15 (2): 109-12.

3. Sparks AQH, Werret GF, Stokes CR, Gruffydd-Jones TJ.
Improved sensitivity in the diagnosis of dermatophytosis by fluores-
cence microscopy whith cal cofluor white.Vet Rec 1994; 134: 307-8.
4. Honig PJ, Sullivan K, Mcgowan KL. The rapid diagosis of tinea
capitisusing cal cofluor white. Pediatr Emerg Care 1996; 12(5): 333-5.
5. Ellis DH. Diagnosis of onycomycosis made smple. JAm Acad
Dermatol 1999; 40(6): 3-8.

6. Weinberg JM, Koestenblatt EK. Comparison of diagnostic
methods in evaluation of onychomycosis. Dermatol Online J
2001; 7(1): 23G.

7. Traducdo de: Fundamental of Diagnostic Mycology. Original
em inglés. Fisher F, Cook NB. Micologia Fundamentos e
Diagnosticos. Tradugdo por Irma Fioravanti. Rio de Janeiro:
Revinter, 2001: 318-19.

8. Monheit JE, Cowan DF, Moore DG. Rapid detection of fungi in

An bras Dermatol, Rio de Janeiro, 78(5):547-551, set./out. 2003.

551
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walls.®
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NEeous MyCOSES.
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there was no advantage in adopting this technique in our
laboratory routine.
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