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1. Einfuihrung

Die mikroskopische Analyse eines Blutausstriches lasst Rickschlisse Uber die Struktur von
Blutzellen zu, die bei der automatischen Zahlung und Differenzierung allein nicht erfasst werden
kénnen.

Die klinische Interpretation jeder zytologischen Farbung erfolgt anhand des Erscheinungsbildes
und des Farbeverhaltens und somit der Morphologie der Zellstrukturen. Sie sollte durch passende
Kontrollen ergénzt und innerhalb des Zusammenhangs der klinischen Geschichte des Patienten
und anderer diagnostischer Tests von einem qualifizierten Facharzt bewertet werden.
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Die Farbung nach Pappenheim wird als panoptische (alles sehende) oder panchromatische
(empfindliche fir alle Farben) Farbung bezeichnet, da in einer Kombinationsfarbung basophile,
neutrophile und eosinophile (auch: azidophile, oxyphile) Zellstrukturen dargestellt werden. Saure
oder anionische Farbstoffe wie Eosin farben positiv geladene Zellstrukturen, z.B. Proteine,
wahrend basische oder kationische Farbstoffe wie Methylenblau negativ geladene
Zellbestandteile, wie beispielsweise die Nukleinséduren, farben. Neutrophile Bestandteile der Zellen
lassen sich sowohl mit basischen als auch mit sauren Farbstoffen anférben. Die Pappenheim-
Farbung ist eine Kombination aus May-Grinwald- und Giemsa-Farbung und kann entsprechend
auch als MGG (May-Grinwald-Giemsa) Farbung bezeichnet werden.

Der pH-Wert ist ein entscheidender Faktor bei der Farbung, so dass jede Veranderung des pH-
Werts, der genauen Zusammensetzung der Farbelbésung und der verwendeten Puffer zu einer
abweichenden Farbereaktion fiihren kann. Der geeignete pH-Wert liegt je nach Art des Praparats
(Knochenmark, Blut, andere) zwischen pH 5,8 und pH 7,2. Bei der Auswahl des geeigneten
Puffers muss immer die Art des Praparats und das Ziel der Farbung bertcksichtigt werden.

May-Griinwald ist eine pH-abhangige Differentialfarbung fir luftgetrocknete Blutausstriche,
Knochenmark, histologische und zytologische Praparate. Sie kombiniert die Wirkung von Eosin,
Methylenblau und Methanol.

Die Giemsa-Farbeldsung ist eine Weiterentwicklung der Romanowsky-Farbung und besteht aus
einer Mischung der Farbstoffe Azur A-Eosinat, Azur B-Eosinat, Methylenblau-Eosinat und
Methylenblauchlorid in Methanol. Sie wird auch als Azur-Eosin-Methylenblaulésung bezeichnet
und kann als erweiterte Ubersichtsfarbung fir methanolfixierte Knochenmark- und Blutausstriche
oder anderes zytologisches Material (z. B. Urinsediment oder Sputum) eingesetzt werden. Die
Dauer der Farbung, der pH-Wert der Ldsung, die verwendeten Puffer sowie die Fixierung kénnen
das das Férberesultat beeinflussen.

Die Pappenheim-Farbung nutzt die Wirkung beider Farbeldsungen und deckt so das Spektrum
der Giemsa- und der May-Grinwald-Farbung ab. Sie bewirkt die pH-abhangige Farbung der
Granulozyten (polymorphkernige Leukozyten: neutrophile, eosinophile und basophile) und die
spezifische Farbung der Zellkerne und des Zytoplasmas. So ermdglicht sie die Differenzierung
von Erythrozyten, Lymphozyten, Monozyten, der verschiedenen Granulozyten und Thrombozyten,
aber auch von im Blut vorkommenden Parasiten und Mikroorganismen.

Die Hemafix® Schnellfarbung basiert auf einer Modifikation der Pappenheim-Farbemethode und
kann pH-unabhangig ohne den Einsatz von Pufferldsungen angewendet werden.

Die Farbung kann im Tauch- oder Injektionsverfahren, manuell oder mit einem Farbeautomaten
durchgefiihrt werden.
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2. Material

2.1. Praparate

Die Pappenheim-Farbung ermdglicht zuverlassig die Anfarbung luftgetrockneter Ausstriche von
Kérperflissigkeiten und Geweben. Sie ist geeignet fur diinne Préparate wie Blutausstriche oder
Zytozentrifugenpraparate, fir Praparate mit Anteilen von Gewebe wie Knochenmarkausstriche
und fir dichtere Praparate wie durch Biopsie oder Punktion enthommene Gewebeproben der
Organzytologie oder Lymphknotenzytologie.

Die Hemafix® Schnellfarbung (modifizierte Pappenheim-Methode) ist gut geeignet flir eine
schnelle Ubersichtsfarbung von Blutausstrichen.

Alle Proben sind nach dem Stand der Technik und den anerkannten Labormethoden zu
entnehmen, zu behandeln, vorzubereiten und zu trocknen.

Als Probenmaterial fur Blutausstriche wird frisches
kapillares oder vendses, mit EDTA koaguliertes Blut
empfohlen. Mit Na-Citrat, Na-Oxalat bzw. Heparin
versetzte Proben eignen sich nicht flur diese
Untersuchungen, da diese Antikoagulanzien die Farbung
teilweise schwerwiegend verfalschen kdénnen. Das
Kapillarblut sollte sofort, das vendse Blut spatestens 3
Stunden nach Probenahme ausgestrichen und luft-
getrocknet werden.

Entscheidend fir die Auswertung gefarbter Praparate ist die

Ausstrichqualitat. Wichtig ist die Verwendung fettfreier und sauberer
Objekttrager. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Ausstrichtechnik. Hierbei

wird ein  kleiner Bluttropfen auf einer Seite eines beschrifteten Objekttrager

aufgebracht (ca. 1,5 cm vom Rand entfernt), ein zweiter Objekttrager mit

geschliffenen Kanten wird im Winkel von 45° vor dem Blutstropfen angesetzt und dann vorsichtig

in den Blutstropfen geflihrt. Sobald sich das Blut Gber die ganze Kante verteilt hat, wird der zweite

Objekttrager in unverandertem Winkel kontinuierlich Gber den ersten Objekttradger geschoben. Die

Bewegung muss gleichmaBig und zlgig erfolgen. Es dirfen keine Stufen im Ausstrich entstehen.

Ein gut ausgestrichenes Praparat zeigt am Ende, wo der Objekttrédger schliesslich abgehoben

wird, ein bartférmiges Ausfransen des Blutmaterials.

Die Dicke des Ausstrichs hdngt vom Winkel zwischen dem ersten und zweiten Objekttrager ab: Je

kleiner der Winkel, desto dlinner wird der Ausstrich. Lasst man auf dem getrockneten Ausstrich

Licht reflektieren, sollte er grunlich erscheinen.

Erscheint er rot, ist er zu dick geraten. Zu v f -

hastige Bewegungen beim Ausstreichen -

kdénnen zum Abriss des Flussigkeitsfilms )

fuhren. y

Erst wenn der Ausstrich sorgféltig an der Luft

getrocknet worden ist, kann er gefarbt

werden.

Spatestens 24 - 48 Stunden nach Ausstrich

sollte die Farbung begonnen werden, um eine

wesentliche Anderung des Farbeverhaltens zu

vermeiden. Fir eine spétere Farbung sollten b

die Praparate sofort nach der Lufttrocknung

der Praparatdicke entsprechend ausreichend

lang fixiert werden.

Die nachfolgenden Protokolle sind fir diinne

bis mitteldicke Ausstrichpraparate.
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Zytologische Proben kénnen frische Knochenmarkausstriche oder klinisch-zytologisches Material
wie Urinsediment, Sputum etc. sein. Geeignet sind auch Abstriche von Feinnadelaspirations-
biopsien und Spulungen.

Fir die Analyse von Liquor-Sediment sollte Liquor (auch: Liquor cerebrospinalis, cerebrospinal
fluid, CSF) sofort (bis 1 h nach Entnahme) prozessiert werden. Liquor ist eine klare, zellarme
Flissigkeit. Die h&aufigsten Zellen im Liquor gesunder Personen sind Lymphozyten, seltener
Monozyten. Erhéhte Zahlen von Leukozyten oder das Auftreten von Erythrozyten im Liquor
weisen auf eine Erkrankung hin.

2.2. Farbelésungen

Farbung nach der Pappenheim-Methode:
Fixierlésung: z.B. Hemafix® Fixierldsung
May-Grinwald-Lésung: z.B. Hemafix® May-Griunwald
Giemsa-Ldsung: z.B. Hemafix® Giemsa

Pufferlédsung nach Weise: z.B. Hemafix® Puffer pH 7.2

Schnellfarbung modifiziert nach Pappenheim:
Fixierlésung: z.B. Hemafix® Fixierlésung

Erste Farbung: z.B. Hemafix® Rot

Zweite Farbung: z.B. Hemafix® Blau

2.3. Zusatzlich bendétigte Materialien

Die zusatzlich bendtigten Materialien missen geeignet sein und
den Anforderungen an ein medizinisch-diagnostisches Labor
gerecht werden.

Kapillaren zur Blutentnahme.

Fettfreie, saubere Objekttrager.

Eventuell Deckglaser in geeigneter GroBe und Eindeckmedium
(Mounting Medium), z. B. Euparal oder Entellan.
Durchlichtmikroskop fur die medizinische und biologische
Anwendung in Laboren.

Eventuell Immersionsél.

Farbeklvetten oder ein geeignetes Farbegerat.

Das vorliegende Protokoll wurde manuell in Farbekivetten und an
folgenden Farbeautomaten getestet:

- Dagatron AT-2000H Hematology Auto Stainer
- Dagatron AT-3004 GRAM/MGG Dual Stainer
- Dagatron AT-2000! INDIVIDUAL
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3. Methode

Sowohl die Farbung nach Pappenheim als auch die Schnellfarbung kénnen grundsatzlich im
Injektions- oder Tauchverfahren durchgefiihrt werden. Die Lésungen werden entsprechend auf
das Praparat aufgetragen oder das gesamte Praparat wird in die L&dsung getaucht.

3.1. Fixierung

Die luftgetrockneten Préaparate werden mdglichst bald nach der Trocknung (spétestens nach 24 -
48 h) durch eine methanolhaltige Fixierlésung fixiert. Die Praparate werden hierfir schnell mit der
Fixierlésung bedeckt oder darin eingetaucht, gefolgt von einer Inkubation von 10 min. Fir dickere
Préparate sollte die Dauer der Fixierung erhdht werden.

Bei geplanter spaterer Farbung sollte das Préaparat getrocknet werden, sonst kann direkt die
Farbung folgen.

3.2. Manuelle Farbung

Die manuelle Farbung kann in Farbeklvetten oder durch Auftragen der Lésungen mit Hilfe einer
Pipette durchgeflihrt werden. Bei einer gréBeren Anzahl von Praparaten empfiehlt sich der
Gebrauch von Farbekivetten, bei wenigen ist die Methode des Auftrages mit Hilfe einer Pipette
sparsam und daher zu bedenken. Das folgende Protokoll ist mit Hemafix®-Lésungen optimiert
worden, kann jedoch auch mit anderen Farbelésungen angewendet werden. Die verwendeten
Farbelésungen missen nach den Angaben des

Herstellers vorbereitet und eingesetzt werden.

Pappenheim-Farbung

Die Lésungen Hemafix® Fixierlé6sung und
Hemafix® Puffer pH 7.2 sind gebrauchsfertig.

Die Farbelésung Hemafix® May-Grinwald wird
mit Hemafix® Puffer pH 7.2 im Verhaltnis 1:2
verdunnt (1 Teil Hemafix® May-Griinwald + 1 Teil
Hemafix® Puffer).

Hemafix® Giemsa wird im Verhdaltnis 1:4
(entsprechend 1 Teil Hemafix® Giemsa + 3 Teile
Hemafix® Puffer) verdinnt.

Die jeweils bendtigte Menge der Ldsungen
Hemafix® May-Grinwald und Hemafix® Giemsa
sollten fur die manuelle Durchfihrung mit einem
Faltenfilter gefiltert werden, um Artefaktbildung
zu vermeiden.

Féarbeschritte:

+ Fixierung in Fixierlésung fir 10 min.

+ Inkubation in May-Griinwald-Ldsung fir 7 min.

+ Spllen in Pufferldsung fir 3 min.

+ Inkubation in Giemsa-L&sung fur 20 min.

+ Kurz (Zeit kann individuell angepasst werden) spulen in Pufferldsung nach Weise (pH 7,2)
+ 2 x fir 3 min spulen in Aqua dest.

+ Lufttrocknen der Préaparate.

Die Inkubationszeiten der Farbeldsungen kénnen individuell angepasst werden.

Wenn eine langere Lagerung der Pradparate gewlnscht ist, kénnen Sie mit Hilfe eines
Eindeckmediums und eines passenden Deckglases eingedeckt und so haltbar gemacht werden.
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Schnellfarbung modifiziert nach Pappenheim

Die Lésungen Hemafix® Fixierlésung, Hemafix® Rot und Hemafix® Blau sind gebrauchsfertig, sie
sind abgepuffert und ergeben keine Farbanderung durch pH-Wert-Verschiebungen (Wasser u.a.).
Die jeweils bendtigte Menge der Lésungen Rot und Blau fir die Hemafix® Schnellfarbung sollten
fir die manuelle Durchfihrung mit einem Faltenfilter gefiltert werden, um Artefaktbildung zu
vermeiden.

Farbeschritte:

+ Fixierung in Fixierlésung fir 5 - 10 sec.
Inkubation in Hemafix® Rot fur 5 - 10 sec.
Inkubation in Hemafix® Blau fir 5 - 10 sec.
Kurz spulen in Aqua dest.

Lufttrocknen der Praparate.

Die Inkubationszeiten der Farbeldésungen kénnen individuell angepasst werden.
Wenn eine langere Lagerung der Praparate gewlnscht ist, kénnen Sie mit Hilfe eines
Eindeckmediums und eines passenden Deckglases eingedeckt und so haltbar gemacht werden.

3.3. Farbung in Farbegeraten von Dagatron

In den Farbegeraten von Dagatron lauft die Farbung inklusive Trocknung
aufgrund der gerdteeigenen Programmierung automatisch ab. Die
Injektion der Farbelésungen im Geréat erfolgt analog zum Auftrag mit einer
Pipette bei der manuellen Farbung. Es ist die gleichzeitige Farbung von bis
zu 10 oder, bei zusatzlichem Objektiragerrad, bis zu 20 Préparaten
mdglich. Das Farbeprogramm ist bereits im Gerédt vorinstalliert, es ist
jedoch die individuelle Einstellung der Injektions- und Inkubationszeit
mdglich. Die jeweils zuletzt verwendeten Férbezeiten werden fir die
nachste Farbung erneut eingesetzt.

Das folgende Protokoll ist mit Hemafix®-Lésungen optimiert worden, kann
jedoch auch mit anderen Férbelésungen in den Originalflaschen von
Dagatron angewendet werden. Die verwendeten Farbeldsungen missen
nach den Angaben des Herstellers vorbereitet und eingesetzt werden.

Pappenheim-Farbung

Die Lésungen Hemafix® Fixierlésung und Hemafix® Puffer
pH 7.2 sind gebrauchsfertig.

Die Farbeldésung Hemafix® May-Grinwald wird mit Hemafix®
Puffer pH 7.2 im Verhaltnis 1:2 verdinnt (1 Teil Hemafix®
May-Grinwald + 1 Teil Hemafix® Puffer).

Hemafix® Giemsa wird im Verhaltnis 1:4 (entsprechend 1 Teil
Hemafix® Giemsa + 3 Teile Hemafix® Puffer) verdinnt.

Schnellfarbung modifiziert nach Pappenheim

Die Losungen Hemafix® Fixierlésung, Hemafix® Rot und
Hemafix® Blau sind gebrauchsfertig, sie sind abgepuffert
und ergeben keine Farbanderung durch pH-Wert-
Verschiebungen (Wasser u.a.).

Ein Filtern der Ldésungen vor der Anwendung ist flr die
Injektionsmethode mittels Dagatron Farbegerat nicht
erforderlich, da das Dagatron Farbesystem eingebaute
Reagenzienfilter aufweist.
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Nach Ausstrich und Fixierung der Proben auf den Objekt-
trdgern werden diese einzeln auf die Objekttragerhalter im
Objekttragerrad des Farbegerats platziert. Bei Multi-
Stainern muss die gewlinschte Farbemethode ausgewahlt
und dann der Schalter ,STAIN“ betatigt werden. Das
Farbegerat fihrt automatisch den programmierten
Farbeprozess durch (siehe auch Bedienungsanleitung des
Farbeauto-maten). Nach erfolgreicher Farbung muss das
Praparat lediglich einer Analyse im Mikroskop unterzogen
werden, um die verschiedenen Blutzellen nach Farbe und
Struktur zu differenzieren.

Wenn eine lédngere Lagerung der Praparate gewlnscht ist, kénnen Sie mit Hilfe eines
Eindeckmediums und eines passenden Deckglases eingedeckt und so haltbar gemacht werden.

3.4. Eindecken zur Stabilisierung

Bei der Fertigstellung der Préparate flr flr histologische, zytologische oder hamatologische
Untersuchungen kann als letzter Schritt das Eindecken der Prédparate mit einem passenden
Deckglas erfolgen. Um ein Verschieben des Deckglases gegen den Objekttrdger zu verhindern,
wird das Deckglas mit Hilfe eines Eindeckmediums auf dem Objekttrager fixiert. Dies verbessert
die Handhabung der Praparate, ermdglicht aber auch die langerfristige Lagerung der fixierten
Praparate, da das Eindeckmittel die Probe vor Schadigung durch Feuchtigkeit, Sauerstoff und
Lichteinwirkung schiitzt. Trotzdem sollten klassisch gefarbte, mikroskopische Praparate trocken,
lichtgeschitzt und bei Raumtemperatur gelagert werden, um eine lange Haltbarkeit der Préparate
zu erreichen. HierfUr sind beispielsweise Objekttrager-Mappen aus Pappe oder Kunststoff
beziehungsweise Objekttrager-Késten aus Kunststoff oder Holz geeignet.
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4. Analyse und Bewertung

4.1. Analyse

Zunachst kann die Betrachtung der Qualitdt des Praparats makroskopisch erfolgen, hierbei wird
anhand der Gute und Dicke des Ausstrichs der zu analysierende Bereich festgelegt. Eine erste,
oberflachliche Beurteilung der Farbung bezliglich Starke der Farbung und GleichméBigkeit ist
auch bereits moglich.

Die genauere Beurteilung der Praparate sollte mit einem geeigneten Durchlichtmikroskop
erfolgen. Bei geringer VergréBerung (Objektiv 10x oder 20x) kann die Ausstrichqualitdt und die
Farbequalitat festgestellt werden. Entscheidend ist, dass die Zellen mdglichst vereinzelt, also
wenig Uberlagert, liegen und auch nicht beim Ausstrich mechanisch zerstért wurden. Der
geeignete Bereich fiir die Differenzierung der Zellen kann definiert werden.

Bei hoéherer VergroBerung (Objektiv 50x oder 100x, sofern mdglich Olimmersion) kann die
Differenzierung der Zellen anhand ihrer GroBe, Struktur und Farbung erfolgen. Um wiederholte
Analyse des selben Bereichs zu verhindern, wird das Praparat in einem mé&anderndem Muster
gescreent.

4.2. Farbeergebnisse

Mit Hilfe der Pappenheim-Farbung und der hamatologischen Schnellfarbung modifiziert nach
Pappenheim kénnen verschiedene Zelltypen und Zellstrukturen differenziert werden:

* Erythrozyten: 99 % der Blutzellen
Form: Bikonkave, runde Scheiben
GroBe: @ 6 - 8 ym, Dicke 1 -2 pm

~/
= @®

Schnellfarbung Pappenheim Pappenheim
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* Leukozyten: 1 % der Blutzellen

« Granulozyten: 60 - 70 % der Leukozyten:
Form: Kugelférmig

* Neutrophile: 50 - 65 % der Leukozyten
GroBe: 9-15pum
Granula: - Primére (azurophile, saure Granula)
- Sekundare ("spezifische Granula", reagieren nicht mit
basischen oder sauren Farbstoffen)
- 3 weitere Granula
Kern: - Stabkernige (stabférmiger, unsegmentierter Kern, "junge"
Zellen)
- Segmentkernige (2 - 5 Segmente, ausgereifte Zellen)

2 o g

-

Schnellfarbung Pappenheim Pappenheim

* Eosinophile: 2 - 5 % der Leukozyten

GroBe: 8-10 ym
Granula: Zahlreich, groB, eosinophil (rot-orange in der Farbung)
Kern: Stabformig oder (meist) doppelt-segmentiert

Schnellfarbung Schnellfarbung Pappenheim

« Basophile: 0 -2 % der Leukozyten

Form: Rund bis oval

GroBe: ~10 pm

Granula: Intrazelluldr, basophil (blau-violett), zahlreich und grob,
verdecken oft den Zellkern

Kern: Meist kleeblatt- oder brillenférmig, plump segmentiert

-

Schnellfarbung

"
Q\.

Pappenheim

!i‘-g §i
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« Lymphozyten: 20 - 30 % der Leukozyten

Form: Rund-oval
GroBe: 8-10 uym
Kern: Rund, relativ groB (selten eingebuchtet)

Schnellféarbung Pappenheim Pappenheim

- Monozyten: 2 - 6 % der Leukozyten

Form: Vorwiegend rund
GroéBe: 12 - 20 pym (gréBte Zellen im Blut)
Kern: Vielgestaltig, kugel- oder bohnenférmig

“ " &

©

Pappenheim Pappenheim

* Thrombozyten: 150.000-350.000 Blutplattchen pro pl But
Form: Flache, unregelméBige runde bis ovale Plattchen
GroBe: 1 - 4 pm (kleinste Zellen im Blut)
Kern: Kernlose Zytoplasmafragmente

*
» K ¥
o3 * Schnellfarbung Pappenheim Pappenheim

4.3. Bewertung

Die Bewertung der Préparate erfolgt nach der Ublichen, laborinternen Routine.

Bezuglich der Erythrozyten kénnen beispielsweise Formverdnderungen, mogliche Erythrozyten-
einschliisse und Farbverdnderungen oder auch Anderungen der kernhaltigen roten Vorstufen
(Erythroblasten) festgestellt werden. Neben der Ermittlung der relativen Anteile einzelner
Leukozytensubtypen an den Gesamtleukozyten kénnen in der mikroskopischen Untersuchung
morphologische Merkmale der Zellen erkannt werden, welche wichtige Hinweise auf reaktive
Geschehen (z.B. Infekte) aber auch auf neoplastische Prozesse (z.B. Leukdmien) geben kdnnen.
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5. Tipps und Troubleshooting

5.1. Tipps zur Anwendung der Pappenheimfarbung

Sowohl die Farbstoffe, als auch die Praparatdicke haben einen Einfluss auf die Intensitat der
Farbung, daher sollte die Farbedauer an die jeweiligen Bedingungen angepasst werden.

Ungentigende Spuilung wahrend des Farbevorgangs oder schmutzige bzw. fettige Objekttrager
kénnen zu ungenauer Farbung des Praparats flihren.

Die Praparate missen immer vollstandig und gleichmaBig mit Farbeldsung benetzt werden, um
eine gleichmaBige, reproduzierbare Farbung ohne Licken zu erhalten.

Alte oder nicht filtrierte Farbelésungen kénnen zur Bildung von Artefakten fihren. Daher ist es
stets sinnvoll, vor der Durchfihrung einer Farbung die Qualitdt der Farbelésungen zu
Uberprifen. Hierzu gehdrt die visuelle Prifung auf Tribung und Verunreinigung der Lésungen
beispielsweise durch Wachstum von Mikroorganismen bei unsachgeméBer Aufbewahrung.

Bei langerem Stehen der Férbeldsungen in Klvetten ist es sinnvoll, die Farbelésungen vor dem
nachsten Gebrauch zu mischen oder zu filtrieren, um Artefaktbildung zu verhindern.

Farbelbésungen im Gebrauch sollten nach spétestens 3 Tagen, die Pufferlésung am Besten nach
jedem Farbedurchgang gewechselt werden.

Bei Einsatz eines Férbegerdts muss unbedingt die Anleitung des Herstellers beachtet werden.

Der pH-Wert der Pufferlésung hat einen starken Einfluss auf die Farbung, daher sollte er geman
Rili-BAK, Tabelle B 3-1 - Interne Qualitatssicherung wéchentlich tiberpriift werden. Eine leichte
Verschiebung des pH-Werts kann die Reaktion der Zellbestandteile auf die Farbeldsungen
insofern beeinflussen, als beispielsweise ein basisch reagierender Zellbestandteil sauer
reagieren kann und umgekehrt.

Je niedriger der pH-Wert des Puffers bei der Farbung, desto stérker ist die (saure) Rotfarbung und
Methylenblau wird ausgewaschen.
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5.2. Troubleshooting

« Die Féarbung ist zu blass (Kerne, Erythrozyten, Granula) - mdgliche Ursachen:

zu kurze Farbung

zu dickes Préparat

zu starke Spulung

zu alte/verbrauchte Farbelbsung
ungeeignete Farbezeiten

« Die Farbung ist zu rot (Erythrozyten leuchtend rot):

« Ansduerung der Farbung, z.B. durch pH-Veranderung in Puffer- oder Farbelésungen

« Die Farbung ist zu blau (Chromatin, Granula):
« zu dickes oder altes Praparat
+ zu lange Féarbung
« zu schwache Spilung

+ zu hoher pH-Wert einzelner Lésungen (auch Aqua dest méglich!)

» Die Zellen erscheinen zu groB, Erythrozyten ohne Delle:
+ Ausstrich zu dinn

» Die Zellen erscheinen zu klein, tUberlappen:
« zu dickes Praparat

 Artefakte sind sichtbar
« Farbeldsungen wurden nicht filtriert
« mechanische Zerstérung der Zellen beim Ausstreichen
« unzureichende/verwésserte Fixierung
« unzureichende Trocknung des Praparats
- fehlerhafte Lagerung der Probe (zu lang/gekuhlt)
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