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INTRODUZIONE

L’esame citologico è un metodo diagnostico rapido e di
facile impiego nella pratica clinica ambulatoriale. Varie so-
no le metodiche attualmente conosciute ed usate per colo-
rare i campioni citologici prelevati, anche se le più utilizza-
te sono le colorazioni rapide, Diff Quick® ed Hemaco-
lor®1,2,3. Scopo di questo lavoro è descrivere una metodica
di colorazione basata sull’utilizzo del Cristal Violetto, il
primo colorante della colorazione di Gram, in alternativa
alle altre metodiche rapide sopra citate nell’allestimento di
campioni citologici cutanei per la ricerca di lieviti del ge-
nere Malassezia. In particolare è stata valutata la sua appli-
cazione nella preparazione dei campioni prelevati median-
te scotch test dalla cute e con tampone dal canale auricola-
re (cerume auricolare). La possibilità di impiegare un uni-
co colorante nella preparazione citologica è stata già se-
gnalata nella ricerca di funghi e lieviti con il lattofenolo
cotton blu ed il blu di metilene1,4,5. Il Cristal Violetto (CV)
è stato scelto quale colorante per la sua capacità di pene-
trare la parete cellulare, per il suo intenso colore viola,
nonché per il suo basso costo6.

MATERIALI E METODI

È stato selezionato un gruppo di 30 cani atopici con
dermatite ed otite da Malassezia. Da questi animali sono
stati prelevati campioni citologici tramite nastro adesivo
trasparente dagli spazi interdigitali e con tampone da en-
trambi i canali auricolari esterni. L’allestimento e la colora-
zione dei vetrini per la lettura al microscopio sono stati ef-
fettuati secondo le metodiche riportate di seguito.

Metodica di allestimento dei campioni auricolari

Il materiale ceruminoso auricolare, prelevato con bastonci-
no cotonato, veniva strisciato tramite rotolamento del mede-
simo su un vetrino portaoggetti in precedenza sgrassato e la-
vato con alcool. Il materiale citologico prelevato non era fissa-
to preliminarmente. Si aggiungevano, con una pipetta, da 100
a 300 microlitri di Cristal Violetto sul portaoggetti in modo
da coprire tutto il materiale presente. Si procedeva quindi a
riscaldare a fiamma il portaoggetti fino a quando il colorante
tendeva a raggiungere l’ebollizione. A questo punto si atten-
deva il raffreddamento naturale del vetrino per qualche istan-
te per poi lavarlo con soluzione tamponata (acqua distillata
tamponata). Si lasciava asciugare all’aria o in asciugatore per
vetrini prima di procedere all’esame microscopico (Fig. 1).
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Metodica di allestimento dei campioni cutanei
prelevati con nastro adesivo

Per i campioni citologici ottenuti tramite scotch test si al-
lestivano anche dei preparati da colorare con metodica ra-
pida Diff Quick® con l’intento di valutare comparativa-
mente l’attendibilità della metodica CV. A tale scopo si
prelevavano dallo spazio interdigitale di ogni cane due
campioni con nastro adesivo trasparente. Trenta di questi
venivano colorati con CV e trenta con Diff Quick®. Il cam-
pione citologico era stato prelevato tramite apposizioni ri-
petute del nastro sulla cute, come usualmente fatto per ot-
tenere campioni degli strati più esterni dell’epidermide1. In
contemporanea erano allestiti trenta vetrini portaoggetti,
precedentemente lavati e sgrassati con alcool, sui quali si
depositavano con una pipetta calibrata 200 microlitri di
Cristal Violetto. Lo scotch era delicatamente appoggiato
sul portaoggetti (con funzione di coprioggetto). Con un
pezzo di carta assorbente si premeva e si faceva aderire lo
scotch sul portaoggetti eliminando contemporaneamente
l’eccesso di colorante. Il vetrino era così pronto per l’esame
microscopico (Fig. 2). In contemporanea si allestivano con
colorazione di Diff-Quick® trenta campioni, prelevati con
la medesima metodica. Si calcolava la media dei lieviti pre-
senti a 100X su 10 campi per preparato citologico.

RISULTATI

Di seguito sono riportate le valutazioni cromatiche e
morfologiche delle cellule epiteliali e dei microrganismi
presenti in tutti i campioni citologici prelevati con le due
metodiche e colorati con CV.

Caratteri generali: a piccolo ingrandimento il fondo ap-
pare pulito e i corpi cellulari ben contrastati; è possibile
differenziare gli elementi epiteliali dagli aggregati di cellu-
le flogistiche e, laddove gli aggregati di cellule epiteliali si
organizzano in clusters tridimensionali, è possibile distin-
guere i singoli elementi con discreta definizione. I cromati-
smi non sono tuttavia omogenei e accanto ad elementi cel-
lulari correttamente colorati se ne osservano alcuni che as-
sumono aspetto diafano acromatico. Non si riscontrano
zolle o detriti di colorante in eccesso.

Elementi epiteliali squamosi: i margini citoplasmatici sono
ben delineati e sono facilmente valutabili le disposizioni tridi-
mensionali della membrana, quali ripiegature ed accartoccia-
menti. I citoplasmi esibiscono cromatismi variabili da eosino-
fili a debolmente basofili; sono riconoscibili granulazioni cito-
plasmatiche, presumibilmente riferibili a granuli di cheratoia-
lina, e disposizioni fibrillari delle proteine di membrana. In
alcune cellule squamose sono ben riconoscibili i granuli di
melanina che assumono aspetto bastoncellare e cromatismo
brunastro. Gli occasionali nuclei picnotici o in fase avanzata
di degenerazione assumono aspetto rotondeggiante a bordi
sfumati e cromatismo intensamente eosinofilo, che contrasta
sufficientemente sull’eosinofilia citoplasmatica di fondo.

Elementi infiammatori: i granulociti neutrofili esibisco-
no lobature nucleari di cui si apprezza facilmente la seg-
mentazione; il cromatismo nucleare conferito dalla colora-
zione è omogeneamente ed intensamente eosinofilo; in al-
cuni preparati si apprezza una debole eosinofilia citopla-
smatica omogenea e un alone perinucleare discontinuo.

Elementi fungini: in riferimento alle cellule di Malassezia
spp. osservate in tutti gli allestimenti, i profili caratteristici
del lievito sono perfettamente riconoscibili, come la segmen-
tazione nel punto di gemmazione, benché per molti elementi

FIGURA 1
Metodica 
di allestimento 
di campioni
citologici ottenuti
per apposizione
del bastoncino
cotonato 
su vetrino
portaoggetti.
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tale struttura non sia completamente individuabile; il proto-
plasma del microrganismo assume cromatismo intensamente
eosinofilo e si rende perfettamente riconoscibile anche lad-
dove il lievito si sovrappone a strutture cellulari sottostanti.

Elementi batterici: i batteri presenti nei campioni citolo-
gici esaminati di forma coccoide sono risultati anch’essi
con i profili caratteristici e perfettamente riconoscibili.

Per quanto concerne la comparazione tra le colorazioni
CV e Diff Quick® applicate ai campioni ottenuti con na-
stro adesivo trasparente, i due gruppi hanno fornito risul-
tati sovrapponibili. La media ottenuta dalla somma dei lie-
viti presenti in 10 campi a 100X era di 3,5 per il CV e di
3,45 per il Diff Quick® (Fig. 3). Il CV colora in modo ade-
guato sia il materiale cutaneo prelevato con tampone che

con nastro adesivo trasparente. Nei campioni prelevati per
scotch test si deve però procedere ad una buona compres-
sione del nastro adesivo sul portaoggetti, per evitare mi-
cro-raccolte di colorante che possano, poi, impedire una
corretta lettura. Se è impiegata, a scopo comparativo,
un’altra colorazione rapida; in tale modo si può notare la
differenza di colorazione delle cellule di Malassezia spp.
che con Hemacolor® e Diff Quick® sono più pallide e dai
contorni più sfumati (Fig. 4).

DISCUSSIONE

La metodica descritta risulta facile da eseguire e più ra-
pida ed economica rispetto alle colorazioni rapide. Inoltre,
la colorazione con il CV evidenzia in maniera efficace gli
elementi fungini del genere Malassezia. In tutti i campioni
si rende estremamente semplice il reperimento dei micror-
ganismi; tale risultato non altera le osservazioni secondarie
a carico della struttura morfologica degli elementi epitelia-
li di accompagnamento, non determina sul preparato pre-
senza di artefatti, conseguenza di precipitati di colorante,
benché non sia possibile ottenere in tutti i preparati un’u-
niformità nella colorazione delle singole cellule. Presumi-
bilmente tale difetto è più probabilmente imputabile alla
tecnica di preparazione che alle caratteristiche di distribu-
zione del colorante stesso. Nelle altre metodiche rapide
(Diff Quick® ed Hemacolor®), le cellule ed i microrgani-
smi possono risultare non uniformemente colorate a causa
della necessità di più passaggi e della deteriorabilità dei
coloranti stessi.

Per quanto riguarda le osservazioni a carico degli elemen-
ti infiammatori è doveroso sottolineare che il CV può confe-

FIGURA 2
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FIGURA 3 - La Figura evidenzia graficamente la comparazione tra le due
metodiche. In azzurro i campioni colorati con Diff Quick®, in rosa quelli
allestiti con Cristal Violetto.
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rire al materiale nucleare una colorazione omogenea priva
delle caratteristiche zollature cromatiniche ottenibili con i
metodi classici di allestimento. Questo aspetto, unitamente
ad altri particolari, quali l’eosinofilia citoplasmatica e l’alone
perinucleare, può erroneamente essere interpretato come
fenomeno di cariolisi nucleare. Tale inconveniente non si
verifica nei campioni preparati con le altre metodiche rapi-
de (se i coloranti sono nuovi e/o ben conservati).

Se paragoniamo la metodica con il Cristal Violetto a
quella con altre colorazioni rapide notiamo anche che il
campione risulta colorato in modo uniforme e tutti gli ele-
menti fungini hanno le stesse caratteristiche tintoriali (Fig.
4). Questo non si verifica comunemente nelle altre colora-
zioni rapide (Diff Quick® e Hemacolor®) dove alcuni lievi-
ti possono risultare di colore rosa pallido. In uno studio
comparativo precedentemente effettuato5, questa differen-
za ha spesso determinato l’evidenziazione di un numero
inferiore di elementi fungini nel campione citologico. Con-
siderate le caratteristiche di questa colorazione se ne sug-
gerisce l’uso nella pratica ambulatoriale qualora si voglia-
no identificare in modo rapido la presenza di lieviti del ge-
nere Malassezia spp.
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FIGURA 4 - L’immagine a sinistra rappresenta un campione citologico colorato con CV, mentre quella a destra un altro prelievo allestito con Diff Quick®.


