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Medical microbiology, methods of use of dyes; Romanowsky-Giemsa stain

1 Anwendungsbereich und Zweck 5 Reagenzien

Diese Norm gilt fiir die Anfarbung luftgetrockneter, 5.1 Grundsubstanzen

fixierter Ausstriche von peripherem Biut und von Kno- Azur B nach DIN 58 981 Teil 1° 2,25¢g
chenmark. Eosin Y (= G) nach DIN 58 981 Teil 2 0,259
Zweck dieser Festlegungen ist es, in der morphologischen  pimethylsulfoxid (DMSO) p. A. 1) 0,251
Hamatologie vergieichbare, wiederholbare und repro- Methanol p. A.1) 0751

duzierbare Farberesultate (Farbemuster) fiir ihre Aus-
wertung in der manuellen und maschinelien Zytodia-
gnostik zu ermdglichen.

Tensid, nicht ionisch bis 1,00 g/l
Wasser, gepuffert, zum Ansetzen der Farbelésung nach
Abschnitt 5.3

2 Begriff

Romanowsky-Giemsa-Féarbung

Die Romanowsky-Giemsa-Farbung ist eine Kombinations-
farbung, in der der kationische Farbstoff Azur B nach
DIN 58 981 Teil 1 und der anionische Farbstoff Eosin Y
(= G) nach DIN 58 981 Teil 2 in waRriger Lésung bei
einem pH-Wert von 6,9 in angemessener Konzentration

5.2 Stammidsung

Ansetzen

Die Farbstoffe Azur B und Eosin Y (= G) werden in je-
weils gleichen Volumen Dimethylsulfoxid (DMSO) p. A.
getrennt geldst, nach Lésung vereinigt und mit Methanol
auf 1 | aufgefiillt.

auf Blut- und Knochenmarkausstrichen wirksam sind. Es ist darauf zu achten, daB beide Farbstoffe riickstands-
los aufgelost sind.
3 Bezeichnung der Farbung Es ist zulassig, nicht ionische Tenside in Massenkonzen-

1 0,
Bezeichnung der Romanowsky-Giemsa-Farbung, die auf tration < 0,1% zuzusetzen.

der Anwendung der Farbstoffe Azur B und Eosin Y (= G)
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Aufbewahrung

Die Stammlésung ist in verschlossener Glasflasche min-

destens der hydrolytischen Klasse 3 nach DIN 12 111

lichtgeschitzt aufzubewahren.

Hinweis: Zum VerschlieBen der Glasflaschen etwa ver-
wendete Metallverschiiisse miissen einen unmittel-
baren Kontakt des Metalls mit der Stammldsung
ausschliefRen.

Anmerkung: Die Stammlésung kann auch in fertiger

" Form bezogen werden 1); das Herstellungsdatum
muR auf dem Etikett angegeben sein.

Haltbarkeit

Die Stammldsung darf nach 3monatiger Aufbewahrung
bei Umgebungstemperatur von 25 ©C im Diinnschicht-
chromatogramm nach DIN 58 981 Teil 1 noch keine
deutliche Ausbildung von Fraktionen niedermethylierter
Azurfarbstoffe und Thionin erkennen lassen.

5.3 Farbelosung

Ansetzen

Die Farbelosung wird durch Mischen der Stammldsung

mit gepuffertem Wasser 1) hergestellt, so da8 ein pH-Wert

von 6,9 resultiert. Eine 15 bis 30fache Verdiinnung wird

empfohlen.

In Notfallen darf auch Leitungswasser verwendet werden.

Hinweis: Leitungswasser ist meist alkalisch und bewirkt
deshalb eine blaugriinliche Anfarbung der Ery-
throcyten, kaum jedoch eine Beeintréchtigung
der Anfarbung kernhaltiger Zellen.

Aufbewahrung und Haltbarkeit

Die mit gepuffertem Wasser angesetzte Farbeldsung ist

fiir mindestens 4 Stunden verwendbar.

Anmerkung: Eine Erhéhung der Volumenkonzentration
von DMSO 1) in der Farbelosung auf 5% ermog-
licht ihre Verwendung iiber einen Arbeitstag
(8 bis 10 Stunden) ohne Beeintrachtigung der
Farbemuster. ‘

Die mit Leitungswasser angesetzte, bei Umgebungstempe-

ratur bis 35 OC aufbewahrte, Farbelosung mul unmittel-

bar nach Herstellung verwendet werden.

Wenn sich Farbstoffniederschlage gebildet haben, so ist

die Farbeldosung zu verwerfen.

6 Durchfiihrung der Firbung
6.1 Trocknen

6.2 Fixieren
Blut- bzw. Knochenmarkausstriche entweder
— Blutausstriche etwa 5 Minuten, Knochenmarkaus-
striche und Tupfpriaparate etwa 10 Minuten in der
Stammldésung fixieren und anschlieBend, ohne Zwi-
schenspiilung mit Aqua dest., farben
oder
— etwa 5 Minuten in Methanol fixieren, dann vor der
Farbung noch einmal in die Stammlosung einstellen.
Hinweis: Die Fixation in der Stammidsung ist vorzugs-
weise zu empfehlen, weil sie kontrastreichere
Farbbilder liefert.

6.3 Firben

— |In dem Farbetrog:
Farbetrog mit Farbelosung fiillen und fixierte Blut-
bzw. Knochenmarkausstriche einstellen. Nach einer
Farbezeit von 15 Minuten (Knochenmarkaustriche
und Tupfpriparate langer) mit Aqua dest. abspiilen
und anschliefend lufttrocknen.

— Auf der Farbebank:
4 ml der Farbeléosung auf die fixierten Blut- bzw.
Knochenmarkausstriche auftropfen. Nach einer Farbe-
zeit von 25 Minuten kraftig mit Aqua dest. abspiilen
und anschlieBend lufttrocknen.

7 Féarbeergebnis

In der nachstehenden Tabelle sind nur die wichtigsten
und definierten Farbeindriicke aufgefiihrt:

Zellen und Zellorganelien

Farbeindriicke

Erythrocyten

Zellkerne

basophile Cytoplasmen
Monocyten-Cytoplasma
Neutrophilen-Cytoplasma

neutrophile Granula
eosinophile Granula

basophile Granula
Thrombocyten-Granulomer
Thrombocyten-Hyalomer
Parasiten-Zellkerne
Parasiten-Cytoplasma

orange-braunlich
purpurrot

blau

graublau

ungefarbt bis
wechselhaft gefarbt

tief purpurrot

orangerot bis
braun-orange

. schwarz-rot

purpurrot
hellblau
leuchtend rot
blau

8 Qualitatssicherung

Die Forderung nach Qualitatssicherung sollte entspre-
chend den Richtlinien der Bundesarztekammer durch
Teilnahme an Ringversuchen erfiilit werden. )
Zur internen Qualitatssicherung empfiehit es sich, Farb-
photographien einer Musterfarbung heranzuziehen.

Blut- bzw. Knochenmarkausstriche unter dem Ventilator
trocknen.

1) Siehe Seite 1
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