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      Pappenheim -F ä rbung: Beschreibung einer 
h ä matologischen Standardf ä rbung  –  Geschichte, 
Chemie, Durchf ü hrung, Artefakte und 
Probleml ö sungen 

  Pappenheim  Stain: Description of a hematological standard stain  –  history, chemistry, 

procedure, artifacts and problem solutions  

   Zusammenfassung :  Vor genau 100 Jahren hat  Artur Pap-

penheim  die endg ü ltige Fassung seiner  „ panoptischen Uni-

versalf ä rbung f ü r Bluttrockenpr ä parate “  ver ö ffentlicht, in 

der die  Jenner -F ä rbung bzw.  May-Gr ü nwald -F ä rbung mit 

der  Giemsa -F ä rbung kombiniert wird. Seine seither als 

 Pappenheim -F ä rbung bzw.  May-Gr ü nwald-Giemsa -F ä r-

bung bekannte Vorschrift bewirkt eine kr ä ftige und zuver-

l ä ssige Anf ä rbung der Details von Kern und Zytoplasma mit 

besonders guter Darstellung der Granula. Die  Pappenheim -

F ä rbung wird weltweit in diversen Modifikationen mit ent-

sprechend schwankender F ä rbequalit ä t verwendet, die 

mit aktuellem Qualit ä tsmanagement nicht kompatibel ist. 

Artikel  ü ber die Qualit ä tskontrolle h ä matologischer Stan-

dardf ä rbungen wurden bisher nicht ver ö ffentlicht. Der 

 Arbeitskreis Laboratorium  der  Deutschen Gesellschaft f ü r 

H ä matologie und Onkologie  ver ö ffentlicht deshalb die-sen 

erprobten  „ Standard f ü r die  Pappenheim -F ä rbung “ . Mit 

dieser Standard-Prozedur gelingt eine F ä rbung, die in allen 

Laboratorien zytologische Pr ä parate von K ö rperfl ü ssigkei-

ten und Gewebepr ä paraten identisch und mit hoher Pr ä zi-

sion anf ä rbt. Das Ergebnis entspricht der von  Pappenheim  

verbal und in Bildern beschriebenen Anf ä rbung. Das Pro-

tokoll beschreibt die Pr ä analytik, den Prozess der F ä rbung 

in K ü vetten und die Qualit ä tskontrolle. Dieses Standard-

Protokoll ist auch f ü r die Anfertigung von Pr ä paraten f ü r 

das Qualit ä tsmanagement (z.B. Ringversuche) anwend-

bar, wenn das F ä rbeergebnis visuell und kolorimetrisch 

 ü berpr ü ft wird. Mit Ausstrich- und F ä rbe-Vollautomaten 

wird mit einem  ä hnlichen F ä rbeprotokoll ein  ü bereinstim-

mendes F ä rbeergebnis erreicht; die F ä rbung auf der F ä r-

bebank wurde nicht untersucht. Wir berichten  ü ber erste 

kolorimetrische Untersuchungen an korrekt und inkorrekt 

ausgef ü hrten  Pappenheim -F ä rbungen und beschreiben die 

korrekte F ä rbung nicht nur visuell, sondern auch anhand 

kolorimetrischer Daten.   

   Schl ü sselw ö rter:    Blutbild;   F ä rbungen;   Knochenmark; 

   May-Gr ü nwald-Giemsa ;   Organzytologie;    Pappenheim ; 

  Qualit ä tsmanagement;   Standardprotokoll  .

Abstract: Exactly 100 years ago,  Artur Pappenheim  publis-

hed the final version of his staining procedure for blood 

smears (“panoptische Universalfärbung für Bluttrocken-

präparate”), in which he combined the  Jenner  stain and 

the  May-Grünwald  stain with the  Giemsa   stain. Since then, 

this stain has been referred to as  Pappenheim  stain or  May-

Grünwald- Giemsa  stain. It provides a strong and reliable 

staining of the details of nuclei and cytoplasms, with pro-

minent depiction of their granules.  Pappenheim’s  stain is 

used worldwide with various modifications, which lead to 

inconsistencies in staining results that are not compatible 

with modern quality standards. There are no reports on 

quality assurance of hematological stains in the literature. 

Therefore, the task force  Laboratorium of the German Society 

of Hematology and Oncology  publishes this “Standard Pro-

cedure for the  Pappenheim -Stain”. This standard stain 

reliably produces inter-laboratory identical results in all 

cytological specimens of body fluids as well as tissue. The 

staining results parallel those published by  Pappenheim  in 

words and images. This standard procedure describes pre-

analytical aspects, the staining in jars, and has associated 

quality assurance issues. Using a similar protocol, automa-

ted smear preparation and staining machines produce an 

identical staining result. We did not investigate staining on 

racks. We report on preliminary colorimetric data of correct 
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and incorrect  Pappenheim  stains and describe correct stai-

ning using visual and colorimetric terms. 

   Keywords:    blood differential;   bone marrow;   cytology; 

   May-Gr ü nwald-Giemsa ;      Pappenheim ;   quality assessment; 

  staining;   standard procedure.  
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   Einleitung 
 Die  Pappenheim -F ä rbung ist eine  panoptische  F ä rbung aus 

der Gruppe der sog.  Romanowsky - Giemsa -F ä rbungen, die 

Zytoplasmata, Granula und Zellkerne detailliert und unter-

schiedlich gef ä rbt darstellt ( „ Polychromie “ ). Sie ist unter 

dem Namen  May - Gr ü nwald - Giemsa  in Europa die Stan-

dardf ä rbung f ü r h ä matologisch-zytologische Pr ä parate. Im 

englischen Sprachraum ist die  ä hnliche  Wright -F ä rbung 

bzw.  Wright - Giemsa -F ä rbung verbreitet. Diese F ä rbungen 

werden auch in der Organzytologie als Standardf ä rbung 

verwandt (neben der  Papanicolaou -F ä rbung)  [1] . 

 Die modernen Blutf ä rbungen gehen auf  Paul Ehrlich  

zur ü ck, der die Anilinfarbstoffe in basische und saure Farb-

stoffe unterteilte und sie 1877 als erster auf die F ä rbung von 

Blutbildern anwandte  [2, 3] . Nach Entdeckung des Malari-

aparasiten durch  C.L.A. Laveran  1880  [4]  hat  C. Chenzinsky  

1888 als erster eine Malaria-F ä rbung publiziert  [5] . Verbes-

serungen der F ä rbung mit Methylenblau und Eosin haben 

1890  F. Plehn   [6] , 1891  E. Malachowky   [7]  sowie 1891  D.L. 

Romanowsky   [8]  unabh ä ngig voneinander beschrieben. 

1898 haben  Bernhard Nocht   [9]  und 1902  Gustav Giemsa  

 [10]  die jetzt nach  Romanowsky  benannte F ä rbung weiter-

entwickelt, ebenfalls zum Nachweis von Malariaparasiten. 

  Arthur Pappenheim  hat 1912  [11]  eine  „ panoptische Uni-

versalf ä rbung f ü r Bluttrockenpr ä parate “  ver ö ffentlicht, in 

der die F ä rbungen von  Louis Jenner  (1899  [12] ) bzw. von 

 Richard May  und  Ludwig Gr ü nwald  (1902  [13] ) jeweils mit 

der  Giemsa -F ä rbung kombiniert werden. Diese Vorschrift 

ist seitdem als  Pappenheim -F ä rbung bzw.  May - Gr ü nwald -

 Giemsa -F ä rbung weltweit zu einem Standard geworden. 

 Zuletzt haben sich die Arbeitsgruppen von  Paul N. 

Marshall  1981  [14]  und  Dietrich H. Wittekind  1983  [15]  aus-

f ü hrlich mit den Grundlagen der  „  Romanowsky - Giemsa -

F ä rbungen “  besch ä ftigt. Das  International Council for 

Standardization in Hematology  (ICSH) hat 1984 das Pro-

tokoll von  Wittekind  als Standardmethode  ü bernommen 

 [16] . Diese F ä rbung mit den gereinigten Farbstoffen Azur B 

und Eosin Y, ohne Methylenblau, ergibt eine mit der  Pap-

penheim -F ä rbung verwandte Anf ä rbung; sie hat sich aber 

nicht  ü berall durchgesetzt, ebenso wenig wie die  ä hnli-

chen, von  Marshall  publizierten F ä rbungen mit reinem 

Azur B und Eosin Y (  ±  Methylenblau)  [14, 17] . 

 Die  Pappenheim -F ä rbung erlaubt eine sehr detail-

lierte Beschreibung der h ä matopoetischen normalen und 

pathologischen Zellen und hat dadurch eine differen-

zierte, international standardisierte Nomenklatur erm ö g-

licht. Die zytologische Untersuchung bildet die Grundlage 

der WHO-Klassifikation der Tumoren des h ä matopoeti-

schen und lymphatischen Gewebes  [18] , insbesondere 

wird der Blastenanteil rein zytomorphologisch ermittelt. 

Eine Untersucher-unabh ä ngige exakte Einordnung spe-

zieller Zelltypen gelingt aber nur dann, wenn identisch 

gef ä rbte Pr ä parate untersucht werden. 

 In Lehrb ü chern und F ä rbeanleitungen der Hersteller 

der F ä rbel ö sungen sind sehr unterschiedliche und unge-

naue Protokolle enthalten. Ein detaillierter Standard f ü r 

die  Pappenheim -F ä rbung mit Beschreibung der Pr ä analy-

tik, der visuellen und objektiven F ä rbeergebnisse und der 

Qualit ä tskontrolle ist bislang nicht publiziert. 

 Nur sehr wenige Artikel berichten  ü ber kolorimetrische 

Daten, zuletzt haben  Marshall  und  Galbraith  1984 bis 1985 

 ü ber die Farbspektren bei  Romanowsky - Giemsa -gef ä rbten 

Pr ä paraten publiziert  [19 – 22] . Arbeiten  ü ber die klinische 

Qualit ä tskontrolle solcher F ä rbungen sind bislang nicht 

erschienen, weder mit visuellen noch mit quantitativen 

Analysen. Lediglich  Horobin  beschreibt 2011 Hinweise auf 

eventuell notwendige Modifikationen der F ä rbung bei Auf-

treten bestimmter visuell erfasster Ph ä nomene  [23] . 

 Die globale wissenschaftliche Kommunikation mor-

phologischer Daten, ins Internet gestellte Bildatlanten 

und die Qualit ä ts ü berwachung z.B. durch Ringversuche 

erfordern ein allgemein akzeptiertes, zuverl ä ssiges und 

detailliertes F ä rbeprotokoll. Deshalb ver ö ffentlicht der 

 Arbeitskreis Laboratorium  der  Deutschen Gesellschaft 

f ü r H ä matologie und Onkologie  diesen  „ Standard f ü r die 

 Pappenheim -F ä rbung “ . 

 Unser Protokoll basiert auf der 1912 von  Pappenheim  

f ü r Blutausstriche publizierten Vorschrift, vgl. Abbildung 

 1  . Im Gegensatz zum Original wird hier (a.) vor der F ä rbung 

mit Methanol fixiert anstelle von unverd ü nnter  May-Gr ü n-

wald -L ö sung, wird (b.) in allen F ä rbeschritten nicht reines, 

Brought to you by | De Gruyter / TCS
Authenticated

Download Date | 3/15/16 12:45 PM



 Binder et al.: Pappenheim-Färbung   295

Demgegenüber lautet die moderne Vorschrift:

Zur Blutzellfärbung im klinischen
Bluttrockenpräparat und zur

histologischen Schnittpräparatfärbung der
hämatopoetischen Gewebe nach meinen

Methoden
Von

A. Pappenheim

I.
Kombinierte May-Giemsa-Methode als panoptische

Universalfärbung für Bluttrockenpräparate

.  Fixieren in May- oder Jenner-Lösung 3 Minuten;

.  Zufügung von Aq. dest. (für Deckglaspräparate bis 20 Tropfen)
   und diese wässrige Mischflüssigkeit einwirken lassen 1 Minute.
.  Abgießen. (Nicht abspülen!)
.  Umfärben durch Einlegen oder Begießen mit verdünnter Giemsa-
   Lösung [15 Tr.! : 10 Aq. dest.]. Optimum zwischen 12–14
   Minuten. (Nicht unter 12, nicht über 15 Minuten).
.  Abwaschen, Trocknen. (Nicht über der Flamme!)

Diese Färbung ist absolut zuverlässig und gelingt jedem Anfänger.
Vorzügliche Darstellung besonders auch der reifen Neutralkörnung.
Sie wird zurzeit in den Krankenhäusern der Charité ganz
allgemein als die universelle Methode geübt.

Färberischer Unterschied des Farbeffekts von reiner Giemsa-
Färbung: Das Eosin wirkt stärker mit auch in den Leibern basophil
lymphoider Zellen; die lmphoiden Zellplasmen erhalten
dadurch einen leicht rötlichen Blau-Ton, geringste Spuren von
Oxyphilie in ihnen treten besser hervor; die reifen ε-Granula der
polynukleären Leukozyten und Myelozyten sind äußerst prägnant
und präzis; die α-Granula stärker rot. Die Erythrozyten rein
rosarot.

 Abbildung 1    Originalvorschrift von  A. Pappenheim  (Auszug).    

sondern gepuffertes  aqua destillata  mit einem pH von 6,8 

verwendet und wird (c.) sehr viel intensiver gef ä rbt und 

anschlie ß end intensiv entf ä rbt ( Pappenheim  hat  ü berwie-

gend  progressiv  ohne  Differenzierung  gef ä rbt). Durch diese 

 Ä nderungen erreicht man (a.) eine konstante Farbt ö nung 

unabh ä ngig vom jeweils verwendeten Wasser ( aqua dest.  

bzw.  aqua demin. ), (b.) eine gleichm ä  ß ige F ä rbung auch 

in dickeren Pr ä paraten und (c.) eine bessere Darstellung 

der Chromatinstruktur. Unser Protokoll ergibt dennoch 

die gleichen Farbt ö ne wie die Vorschrift von  Pappenheim  

(durch Verwendung von Puffer (pH 6,8) und nicht unge-

puffertem  aqua dest.  wie in  Pappenheims  Vorschrift (pH 7) 

entstehen wohl minimale Unterschiede). 

 Dieses Standardprotokoll enth ä lt eine detaillierte 

Beschreibung aller Arbeitsschritte, des F ä rbeergebnisses, 

der F ä rbefehler bzw. Artefakte, der Qualit ä tskontrolle und 

einige Referenzbilder. Es ist in spezialisierten Laborato-

rien und in Routinelaboratorien f ü r h ä matologische Pr ä-

 parate wie Blut, Liquor und Knochenmark und zudem f ü r 

die Organzytologie anwendbar. 

 Eigene Daten visueller und kolorimetrischer Unter-

suchungen zeigen, dass (a.) nach diesem Protokoll 

gef ä rbte Pr ä parate in allen Laboratorien immer gleich 

gef ä rbt, gut mit denen aus verwandten F ä rbungen 

( Giemsa ,  Wright ,  Wittekind /ICSH) vergleichbar und  ü ber 

Jahrzehnte hinaus haltbar sind, (b.) die Neueinf ü hrung 

dieses Standardprotokolls auch in Routine-Laboratorien 

problemlos gelingt und dass (c.) Ausstrich- und F ä rbe-

Vollautomaten mit einem entsprechenden Protokoll 

eine identische F ä rbung erreichen (Daten hier nicht 

dargestellt).  

  Visuelles Ergebnis der 
Pappenheim-F ä rbung 
 Die  Pappenheim-F ä rbung  wird zu Recht  „ panoptisch “  

 (alles zeigend)  genannt. Sie bildet alle mikroskopischen 

Ph ä nomene, die in der Routinediagnostik verwendet 

werden, kr ä ftig und unterschiedlich gef ä rbt auf sauberem 

Hintergrund ab, so dass auch feine Abweichungen gut 

erkannt werden k ö nnen. Spezialf ä rbungen sind lediglich 

f ü r spezielle Fragestellungen erforderlich (z.B. Eisenf ä r-

bung, Peroxidase-Nachweis). 

 Zytoplasmata, Kerne, Erythrozyten und verschiedene 

Granula werden in Farbton, S ä ttigung und Helligkeit sehr 

unterschiedlich angef ä rbt. Manchmal ist zwar der Farbton 

zweier Details gleich, Helligkeit und S ä ttigung sind aber 

sehr unterschiedlich, so dass der Eindruck einer voll-

kommen anderen Farbe entsteht. Beispielsweise haben 

polychromatische Erythrozyten zwar etwa den Farbton 

von basophilen Zytoplasmata, sind aber sehr viel heller 

und weniger intensiv gef ä rbt; oder haben Erythrozyten 

und eosinophile Granula nahezu denselben Farbton, 

die eosinophilen Granula sind aber viel st ä rker ges ä ttigt 

angef ä rbt. 

 Dieser stark differenzierende Effekt wird aber nur bei 

genauer Einhaltung des Protokolls erreicht; Modifikatio-

nen f ü hren eventuell nicht nur zu einer generellen Ver-

schiebung des Farbtons, sondern k ö nnen bewirken, dass 

normalerweise stark unterschiedlich gef ä rbte Strukturen 

nicht mehr voneinander unterschieden werden k ö nnen, 

oder dass Details nicht mehr dargestellt werden.  Ü berdies 

weichen abnorm gef ä rbte Pr ä parate vom seit 100 Jahren 

bekannten und akzeptierten  „ Farbideal “  ab. 

 Die charakteristische Anf ä rbung durch diese F ä rbung 

ist in vielen Lehrb ü chern ausf ü hrlich beschrieben, Namen 

f ü r Farben sind aber nicht eindeutig, deshalb sind foto-

grafi-sche Beispiele einer korrekten  Pappenheim -F ä rbung 

in den Abbildungen 3 und 4 dargestellt. 
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Detail Farbwinkel Farbwert

0 – 360 ° 0 – 255  

von bis von bis

Erythrozyten

   normal  325  357  230  253 

   polychromatisch 234 315 165 223

   Heparin 320 350 226 247

   Formaldehyd 250 330 177 234

   alte Farbl ö sungen 330 355 234 251

   Paraprotein ä mie 320 350 226 247

   falscher Puffer 210 232 149 165

Kerne

   normal  261  310  185  220 

   Heparin 245 255 173 181

   Formaldehyd 240 260 170 184

   alte Farbl ö sungen 285 315 202 223

   Paraprotein ä mie 270 305 191 216

   falscher Puffer 262 290 186 206

Zytoplasmata

   basophiles ZP 225 313 159 221

   neutrophiles ZP PB 253 352 179 249

   neutrophiles ZP KM 221 302 157 214

Granula

   eosinophile Granula 311 359 220 254

   eo-baso-Granula bei CML 290 335 205 237

   basophile Granula 261 329 185 233

 Tabelle 1      Kolorimetrisch ermittelte Farbt ö ne einiger zytologischer 

Details bei korrekter ( normal ) bzw. fehlerhafter F ä rbung.  

   Die Bereiche der Farbwinkel bzw. Farbwerte sind als Mittel-

werte   ±  2  σ   angegeben, entsprechend den beiden  ü blichen Konven-

tionen in Grad als Werte von 0 – 360 °  und numerisch von 0 – 255. Die 

kolorimetrische Ausmessung der Farbwerte erfolgte nach Wei ß-

 abgleich im  Hintergrund  zwischen den Zellen, um den Farbbeitrag 

des Hintergrundes (v.a. des Blutplasmas) zu neutralisieren. Die 

Darstellung weicht von der Abbildung 2 ab, in der die Farben so 

dargestellt werden, wie sie im Mikroskop erscheinen (Beitrag des 

Hintergrundes bei korrekter F ä rbung etwa  + 21 ° / + 15). Die Werte 

k ö nnen als Referenz f ü r die  Ü berpr ü fung der F ä rbequalit ä t benutzt 

werden.   CML, Chronische Myeloische Leuk ä mie; KM, Knochenmark; 

PB, Peripheres Blut; ZP, Zytoplasma.   Mittelwert normaler Eryth-

rozyten: 341 ° /242, Modalwert 339 ° /240, Standardabweichung 

8 ° /6.   Mittelwert normaler Kerne: 286 ° /202, Modalwert 282 ° /200, 

Standardabweichung 13 ° /9; die Farbwerte der Kerne reifer Erythro-

blasten sind deutlich niedriger.   

 Abbildung 2    Visuelle Darstellung der Farbt ö ne im HSB-Farbkreis. 

  H ue, Farbwinkel;  S aturation, Frabs ä ttigung;  B rightness, Helligkeit. 

 Korrekte Farben (gr ü n markiert) von Erythrozyten (Ery), Kernen und 

Granula, neutrophilen Zytoplasmata (ZP) im peripheren Blut (PB) 

und im Knochenmark (KM); Erythrozyten-Farben einer fehlerhaften 

F ä rbung ( “ Fr “ , rot markiert). 

 Die Kreissegmente sind grafisch nicht exakt der Helligkeit bzw. 

Farbs ä ttigung entsprechend abgebildet. Farbwinkel-Beschriftung 

entsprechend den beiden  ü blichen Konventionen im Bereich 

0 – 360 °  (rot) bzw. 0 – 255 (schwarz) (numerisch); Bereiche ange-

geben als   ±  2  σ  , Mittelwert im Kreissegment mit Punkt markiert; 

Darstellung der Farbwerte dem mikroskopischen Eindruck entspre-

chend (nach Wei ß abgleich anhand einer  Leeraufnahme  entspre-

chend der Farbtemperatur der Mikroskopbeleuchtung).    

 Zur weiteren Objektivierung sind die Farbt ö ne der 

wichtigsten h ä matologischen Details in Abbildung  2   in 

einen Farbkreis im HSB-Farbmodell eingetragen, bei dem 

der  „ Regenbogen “  der sichtbaren Farbt ö ne kreisf ö rmig 

angeordnet ist (H  =   Hue   =  Farbton), die Farb-Intensit ä t 

(S  =   Saturation   =  S ä ttigung) nimmt zum Zentrum hin zu, 

die Helligkeit (B  =   Brightness   =  Helligkeit) nimmt zum 

Zentrum hin ab. Diese Darstellung zeigt, wie gut die f ä r-

berische Differenzierung der interessierenden Details ist, 

obwohl vor allem in der H ä matologie fast ausschlie ß-

 lich Rot-Blau-T ö ne vorkommen. In der Organzytolo-

gie kommen aber auch andere Farben vor wie gr ü nlich 

gef ä rbtes verhorntes Zytoplasma oder schwarz dargestell-

tes Melanin. 

 Grundlage dieser Abbildung ist eine umfangreiche 

quantitative kolorimetrische Bild-Auswertung zahlrei-

cher F ä lle aus der Routine, aus Lehrsammlungen und 

aus Ringversuchen (Daten siehe Tabelle  1  ). Pr ä parate, 

die mit diesem Protokoll von verschiedenen Labora-

torien innerhalb der vergangenen 20 Jahre angefertigt 

wurden, ergaben f ü r Erythrozyten und Kerne identische 

Daten. 

 Normal gef ä rbte Erythrozyten bzw. Kerne belegen 

einen engen Farbumfang, unabh ä ngig von der Intensit ä t 

der F ä rbung. Zum Vergleich sind die Erythrozyten-Farb-

t ö ne eines Falls eingetragen, bei dem die Farbt ö ne durch 

Verwendung von ungepuffertem  aqua demin.  stark ver-

schoben wurden. 
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 Farbton, S ä ttigung und Helligkeit der neutrophilen 

Zytoplasmata von segmentkernigen Granulozyten (periphe-

res Blut) sind denen normaler oder polychromatischer Ery-

throzyten sehr  ä hnlich, sie unterscheiden sich nur gering 

vom Hintergrund; lediglich die neutrophilen Granula sind 

deutlich dunkler und st ä rker rot-blau angef ä rbt (im Bild 

sind die Farbt ö ne der neutrophilen Zytoplasmata und der 

neutrophilen Granula gemeinsam eingetragen). 

 Im Knochenmark ist das Zytoplasma ausreifender 

myeloischer Zellen (Metamyelozyten bis Stabkernige) 

deutlich st ä rker blau gef ä rbt, intensiver und dunkler als 

das der Segmentkernigen im peripheren Blut. 

 Basophiles ungranuliertes Zytoplasma (z.B. von 

Lymphozyten oder Blasten) besitzt zwar einen  ä hnli-

chen Farbton wie polychromatische Erythrozyten, etwas 

weniger rot, seine Farbe ist aber viel st ä rker ges ä ttigt und 

ist viel dunkler. 

 Die Granula der myeloischen Zellen sind dunkel und 

intensiv gef ä rbt, je nach Typ dem Kern  ä hnlich (neutro-

phile Granula), etwas r ö tlicher (basophile Granula) oder 

weit davon entfernt im roten Bereich in der N ä he der Gelb-

T ö ne (eosinophile Granula). 

 Diese stark unterschiedliche F ä rbung ( „ Polychro-

mie “ ) der verschiedenen zellul ä ren Details erkl ä rt den 

hohen diagnostischen Stellenwert dieser mittlerweile 

100 Jahre alten  „ differenzierenden panoptischen “  

F ä rbung. 

 Die F ä rbung ist sehr zuverl ä ssig (Pr ä zision, Konstanz), 

belegt durch die Vergleichbarkeit der kolorimetrischen 

Ergebnisse  ü ber lange Zeitr ä ume und  ü ber verschiedene 

Laboratorien hinweg. Die Pr ä zision der F ä rbung ist quan-

titativ durch Bildanalyse  ü berpr ü fbar.  

  Kolorimetrische Messungen und 
Statistik 
 Um Messwerte f ü r den  „ Standard “ -Farbton zu erhalten, 

der mit der  Pappenheim -F ä rbung erzielt wird, wurden 

F ä lle untersucht, die mit einem streng kontrollierten 

Protokoll gef ä rbt worden waren. Alle hierbei verwandten 

Protokolle benutzten dieselben Farbstoffe, prim ä re Fixa-

tion mit Methanol, gepuffertes Wasser mit einem pH von 

6,8, die F ä rbung mit verd ü nnter  May-Gr ü nwald -L ö sung, 

verd ü nnter  Giemsa -L ö sung und Entf ä rbung mit gepuf-

fertem Wasser. Zahlreiche Ausstriche aus den h ä mato-

logischen Laboratorien der Universit ä t Ulm, des Helios 

Klinikum Wuppertal, aus eigenen Lehrsammlungen und 

aus einigen kooperierenden Laboratorien wurden foto-

grafiert und ausgewertet. Ein visueller Vergleich dieser 

Fotografien mit der Farb-Beschreibung von  A. Pap-

penheim  und mit Bildatlanten ergab eine weitgehende 

 Ü bereinstimmung. 

 Zus ä tzlich wurden 90 F ä lle zwischen 2001 bis 2012 

versandter Ringversuche des Differenzialblutbilds ent-

sprechend untersucht. Darunter waren einige visuell als 

abnorm erkennbare F ä lle mit entsprechend abweichen-

den Messwerten, ab dem Jahr 2008 kamen fast nur dem 

zuvor definierten Farbstandard entsprechende F ä lle vor. 

Soweit zu eruieren war, lag den abweichenden F ä rbungen 

ein unkorrekter Puffer, die Verwendung ungepufferten 

Wassers oder eine um mehr als 2 Wochen versp ä tete Fixie-

rung bzw. F ä rbung zugrunde. 

 F ü r die Messungen wurden hoch aufgel ö ste digitale 

Fotografien (kontrollierte Farbtemperatur der Mikroskop-

Beleuchtung, professionelle Digital-Spiegelreflex-Kamera 

mit 11 bzw. 21 Megapixeln, Aufnahmen im Rohdaten-For-

mat, durchgehendes Farbmanagement, auszumessende 

Aufnahmen ohne Bildkompression) kolorimetrisch aus-

gemessen (digitale Bildanalyse) und die Daten statistisch 

analysiert. Das Verfahren der Fotografie, die Bildanalyse 

und die detaillierte Darstellung der Daten werden separat 

publiziert (in Vorbereitung). 

 Die statistische Auswertung erfolgte nach Formel 1 

f ü r die Standardabweichung und Formel 2 f ü r den Mit-

telwert. Dabei sind  x  die  Hue -Werte 0 – 255,  y  die Anzahl 

der zu  x  geh ö rigen Bildpunkte,   x  der Mittelwert und  σ  die 

Standardabweichung. Die Bereiche der Farbwerte sind in 

Tabelle 1 und in Abbildung 2 als   2x σ±  eingetragen. 
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 An den Erythrozyten, Kernen, Zytoplasmata und 

Granula ermittelten wir die in Tabelle 1 dargestellten Farb-

ton-Werte. Die dort als  „ normal “  bezeichneten Farbt ö ne 

von Erythrozyten und Kernen k ö nnen als Referenzwerte 

f ü r die Qualit ä tskontrolle der F ä rbemethode benutzt 

werden. 

 Die orthochromatischen Erythrozyten eignen sich 

besonders gut f ü r die Qualit ä tspr ü fung der F ä rbung, da 

sie (a.) ein ausgesprochen schmales Farbspektrum auf-

weisen (d.h. homogen sind) und sich (b.) sehr stark bei 

F ä rbefehlern ver ä ndern; die Farbt ö ne normal gef ä rbter 
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Kerne und andere Zell-Details sind grunds ä tzlich viel 

variabler und  ä ndern sich bei F ä rbefehlern deutlich 

weniger.  

  Chemische Grundlagen der 
Pappenheimf ä rbung 
 Die handels ü blichen Fertigl ö sungen von May - Gr ü nwald 

( „  May-Gr ü nwalds  Eosin-Methylenblau “ ) und Giemsa 

( „  Giemsas  Azur-Eosin-Methylenblau “ ) enthalten (a.) die 

essenziellen Farbstoffe AzurB (blau) und EosinY (rot), 

und daneben (b.)  „ polychromiertes “  Methylenblau (blau), 

das durch seine Oxidationsprodukte (Methylen-Violett, 

Azur A, Azur B, Azur C und Thionin) ebenfalls f ä rberisch 

wirksam ist (z.B. Basophilie der Zytoplasmata) und zudem 

stabilisierend auf die L ö sungen wirkt. 

 Die eigene Herstellung von Farbl ö sungen ist aufw ä n-

dig und erfordert eine Anpassung des F ä rbeprotokolls 

nach jedem Ansatz, damit ein stabiles Ergebnis erreicht 

wird  [24] . Die hier verwendeten Fertigl ö sungen der Firma 

 Merck  (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) ergeben 

seit Jahren eine identische F ä rbung ohne Anpassung des 

Protokolls. 

 Die chemischen und physikalischen Grundlagen 

der  „  Romanowsky - Giemsa -F ä rbungen “  sind seit etwa 

1990 weitgehend gekl ä rt. Grundlegende Analysen und 

Beschreibungen findet man v.a. in den Arbeiten von  Wit-

tekind  (z.B.  [15] ) und  Marshall  (z.B.  [25] ) und ihren Mit-

arbeitern; zuletzt hat  RW Horobin  2011 eine umfassende 

Beschreibung der komplexen Vorg ä nge der F ä rbung und 

der Einfl ü sse von Materialdichte, Fixation des Materials 

etc. ver ö ffentlicht  [23] . 

 Die F ä rbung beruht auf drei grundlegenden Effekten:

 –     S ä ure-Base-Charakter der Farbstoffe und der anzuf ä r-

benden Strukturen : Basische Farbstoffe wie Methy-

lenblau oder Azur B f ä rben saure ( „ basophile “ ) 

Strukturen (z.B. DNA des Kerns), saure Farbstoffe 

wie Eosin Y f ä rben basische ( „ azidophile “  bzw. 

 „ eosinophile “ ) Proteine mit freien Aminogruppen. 

Dies erkl ä rt auch den Einfluss des pH-Wertes auf 

die F ä rbung. Diesen Mechanismus hat zuerst  Paul 

Ehrlich   [2]  erkannt, sp ä ter hat  Alfred Pischinger   [26]  

die chemischelektrostatische F ä rbetheorie 

ausgearbeitet.  

 –    Metachromatischer Effekt : Bestimmte Farbstoffe 

der Thiazinreihe (wie Azur B oder Toluidinblau) 

bilden bei hohen Konzentrationen Dimere, die 

Licht anders absorbieren als die Einzelmolek ü le 

und damit eine andere Farbe besitzen. Die sauren 

Mucopolysaccharide der Granula der Mastzellen und 

der basophilen Granulozyten binden den Farbstoff 

derart dicht, dass der metachromatische Effekt 

auftritt.  

 –    Romanowsky-Effekt : Er verursacht die r ö tlich-violet-

ten Farbt ö ne in den Zellkernen und in bestimmten 

Granula. Dieser Effekt ist eine Kombination der oben 

genannten Vorg ä nge. Er wurde um 1980 insbeson-

dere in den Arbeitsgruppen von  Wittekind  und  Mar-

shall  aufgekl ä rt. An bestimmten Molek ü lstrukturen 

kommt es zur Anlagerung, dann zur Dimer-Bildung 

von Azur B und schlie ß lich zur Komplexbildung 

mit EosinY ( „ Charge-transfer-Komplex “ ), und damit 

zu einer selektiven Anf ä rbung. Dabei entsteht eine 

neue Farbe (Wellenl ä nge 552 nm), nicht lediglich 

eine Mischung der Farben von Azur B und Eosin Y. 

Der  Romanowsky -Effekt tritt nur bei ausreichender 

Konzentration von Azur B auf, nicht mit der reinen 

 „ Muttersubstanz “  Methylenblau, nur schwach mit 

polychromiertem Methylenblau.    

 Der Farbton und die Intensit ä t der F ä rbung sind von vielen 

Variablen abh ä ngig:

 –    Vorhandensein einer Pufferung der Farbl ö sungen 

und H ö he ihres pH  

 –   Konzentration der Farbl ö sungen  

 –   L ö sungsmittel (Alkohol bzw. Wasser)  

 –   Dauer der F ä rbung bzw. der Entf ä rbung  

 –   Temperatur der L ö sungen (h ö here Temperatur 

beschleunigt die F ä rbung und die Entf ä rbung)  

 –   Zellreichtum bzw. der Schichtdicke der Pr ä parate  

 –   Fixation der Pr ä parate (z.B. vermindert Formalin die 

Anf ä rbbarkeit v.a. durch Eosin Y)  

 –   Penetrierbarkeit der Strukturen, Molek ü lgr ö  ß e der 

Farbstoffe (z.B. werden die Nukleolen nicht r ö tlich 

gef ä rbt, weil Eosin Y wegen seiner Gr ö  ß e und wegen 

der Dichtheit des Nukleolus sehr viel sp ä ter eindringt 

als Azur B)  

 –   Volumen der Farbl ö sung pro Objekttr ä ger  

 –    Ü berlagerung des Pr ä parats z.B. durch Schleim oder 

Fett  

 –   Alterung der Gebrauchsl ö sungen (die Farbstoffe 

werden durch die Verd ü nnung instabil)    

 Steigende Konzentration der Farbstoffe und zuneh-

mende F ä rbedauer steigern die Intensit ä t der  progres-

siven  F ä rbung. Wegen der geringeren Molek ü lgr ö  ß e 

f ä rbt zuerst Azur B, dann Eosin Y, anschlie ß end tritt der 

 Romanowsky -Effekt ein. Alkohole durchdringen Gewebe 

schneller als Wasser und beschleunigen dadurch die 

F ä rbung. Die Pr ä parate werden zun ä chst  ü berf ä rbt (in 
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unserem Standard-Protokoll st ä rker als bei  Pappen-

heims  Originalf ä rbung), wodurch auch dichte Anteile 

des Pr ä parats ausreichend angef ä rbt werden (z.B. Zellen 

in Knochenmark-Br ö ckeln). Die  ü berf ä rbten Anteile 

werden in der Pufferl ö sung wieder langsam entf ä rbt 

( regressive  F ä rbung,  Differenzierung ), daraus resultiert 

eine in d ü nnen und dichten Anteilen  ä hnlich intensive 

Anf ä rbung. 

 Die alkoholische  May - Gr ü nwald -L ö sung f ä rbt beson-

ders die Zytoplasmata und die metachromatischen 

Granula an, die Kernstruktur wird scharf abgebildet. Der 

 Romanowsky -Effekt tritt anschlie ß end in der w ä ssrigen 

 Giemsa -F ä rbung durch Azur B und Eosin Y auf, die Kerne 

erhalten eine vom Zytoplasma deutlich unterscheidbare 

r ö tlich-violette Farbe. 

 Das Ergebnis der  Pappenheim -F ä rbung ist  ä hnlich 

wie das der von H ä matopathologen verwandten  Giemsa -

F ä rbung. In der  Giemsa -Histologie sind aber die Chromatin-

strukturen gr ö ber und kontrastreicher, die Zytoplasmata 

und die Granula sind weniger deutlich abgebildet (v.a. 

wegen der Formalin-Fixation). In der he-Histologie sind 

die Nukleolen prominenter dargestellt, die Zytoplasmata 

wenig differenziert abgebildet. 

 F ü r eine zuverl ä ssige  Pappenheim -F ä rbung ist die 

Verwendung von  gepuffertem  Wasser von entscheidender 

Bedeutung, insbesondere dann, wenn aus Kostengr ü n-

den  aqua demineralisata  anstelle von  aqua destillata  ver-

wendet wird. Eigene kolorimetrische Ergebnisse zeigen, 

dass bei Verwendung von  ungepuffertem  Wasser nicht 

nur (a.) eine Farbverschiebung in den bl ä ulichen Bereich 

stattfindet, sondern dass zudem (b.) sowohl rote als auch 

blaue Farbt ö ne stark vermindert ges ä ttigt dargestellt 

werden, was ein  graues  Aussehen bewirkt, und dass (c.) 

die Anf ä rbung weniger  spezifisch  wird; so wird z.B. das 

Farbton-Spektrum von Erythrozyten breiter, ohne die typi-

sche Form der Verteilung mit einer sehr hohen Spitze am 

Mittelwert. Die Wasser-Pufferung ist sowohl f ü r die  pro-

gressive  Anf ä rbung als auch f ü r die  regressive  Entf ä rbung 

bedeutsam (vorl ä ufige eigene Daten). 

 Mit steigendem pH nehmen die Blau-T ö ne zu, mit fal-

lendem pH nehmen die Rot-T ö ne zu; unsere Vorschrift mit 

dem pH von 6,8 verursacht einen rein-roten bis rot-gelben 

Farbton der Erythrozyten. Die Auswahl eines bestimmten 

pH in der N ä he des Neutralpunktes ist wahrscheinlich 

weniger bedeutsam f ü r die Qualit ä t der F ä rbung als die 

Tatsache der Pufferung selbst. Es ist aber wahrschein-

lich, dass bestimmte Strukturen bei starker Abweichung 

vom neutralen pH nicht nur in ge ä ndertem Farbton dar-

gestellt werden, sondern sich bei ung ü nstigem pH auch 

weniger intensiv anf ä rben (z.B. basophile Granula der 

Granulozyten).  

  Probenvorbereitung 
 Die hier beschriebene  Pappenheim -F ä rbung ist f ü r Aus-

striche beliebiger Fl ü ssigkeiten und Gewebe geeignet, 

f ü r d ü nne Pr ä parate (wie Blutausstriche oder Zytozent-

rifugenpr ä parate), f ü r d ü nne Pr ä parate mit Anteilen von 

Gewebe (z.B. Knochenmarkausstriche) und f ü r dichte 

Gewebe-Pr ä parate (z.B. Organzytologie, Lymphknoten-

zytologie). 

 Blut, Knochenmarkaspirat, etc. sollen bei Zimmer-

temperatur transportiert und umgehend aufgearbeitet 

werden. Die Pr ä parate k ö nnen nach intensiver Trocknung 

bei Raumtemperatur sofort gef ä rbt werden (dies dauert 

bei Knochenmark-Pr ä paraten etwa 30 Minuten, wenn 

man ohne Ventilator trocknet). 

 Bereits nach wenigen Stunden zwischen Materia-

lentnahme und Aufarbeitung sind leichte Ver ä nderun-

gen an feinen Struktur-Details sichtbar, nach 48 Stunden 

stark st ö rende Artefakte v.a. in den Kernen. Liquor zere-

brospinalis muss umgehend k ö rperwarm durch Boten 

 ü berbracht und aufgearbeitet werden. Einige Zelltypen 

sind extrem empfindlich, so dass bereits nach wenigen 

Stunden nahezu alle Zellen untergegangen sind (z.B. 

Burkitt-Lymphom im Blut oder in einem Pleuraerguss; 

eigene Beobachtungen). Der Farbton  ä ndert sich aber 

kaum, z.B. zeigt vor dem Anfertigen der Ausstriche eine 

Woche lang bei Zimmertemperatur gelagertes peripheres 

Blut keine kolorimetrisch erfassbaren Ver ä nderungen 

des Farbtons von Erythrozyten oder Kernen, obwohl die 

zellul ä ren Strukturen hochgradig ver ä ndert sind (eigene 

Daten). 

 Fertige Ausstriche ver ä ndern ihr F ä rbeverhalten bis 

etwa 48 Stunden zwischen Ausstrich und Fixation bzw. 

F ä rbung nicht wesentlich, nach 2 Wochen werden unfi-

xierte Pr ä parate blaugrau-stichig, verlieren Rot-T ö ne 

und verlieren erheblich an Farbs ä ttigung. Die Farbmes-

sung zeigt dann eine starke Verschiebung weg von den 

Rot-T ö nen zum Blauen hin, die Verteilung der Erythrozy-

ten-Farbt ö ne wird deutlich verbreitert. Wenn erst sp ä ter 

gef ä rbt werden kann (z.B. bei der Anfertigung von sehr 

vielen Objekttr ä gern f ü r Ringversuche), sollen die Pr ä-

 parate direkt nach der Trocknung mit Methanol fixiert 

werden; die anschlie ß ende F ä rbung soll aber nicht l ä nger 

als zwei Wochen aufgeschoben werden. 

 L ä nger als 2 Wochen unfixiert gelagerte oder  ü ber 

l ä ngere Zeitr ä ume gelagerte fixierte Pr ä parate k ö nnen 

vor der F ä rbung durch Inkubation in Puffer ( ü ber 30 

Minuten bei 37 ° C, dann erneute Trocknung; vereinzelte 

Angaben in alter Literatur) oder durch saure Fixation ver-

bessert werden (Methanol mit 1 – 2 %  Essigs ä ure, anschlie-

 ß end Essigs ä ure durch Inkubation in Puffer (30 min) 
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auswaschen, Pr ä parat trocknen, neu fixieren; eigene 

Beobachtung). Systematische Untersuchungen dieser Ver-

fahren sind noch im Gang. 

 Die Objekttr ä ger sollen nicht nur mit Bleistift auf dem 

Glas-Mattrand beschriftet werden, da die Beschriftung 

mit  ö ligen Fingern leicht abgewischt werden kann. Sie 

k ö nnen mit Bleistift auf einem Farbfeld oder mit einem 

Tusche-Filzschreiber auf Glas oder Farbfeld beschrif-

tet werden, der selbst die F ä rbung und das Eindecken 

der Pr ä parate  ü bersteht (z.B.  Edding 8404  „ aerospace 

marker “  ). 

 Die Objekttr ä ger m ü ssen staubfrei, trocken und ohne 

Kontakt zu Chemikalien aufbewahrt werden (z.B. nicht in 

der N ä he von Formalin oder S ä ured ä mpfen) und sollen 

erst direkt vor Verwendung aus der Packung entnommen 

werden. 

 Der Farbstandard wird erreicht, wenn entweder 

keine Antikoagulation des Ausgangsmaterials stattfin-

det (z.B. Feinnadel-Aspirat, Fingerbeeren-Blutausstrich) 

oder bei Antikoagulation durch isotones Natrium-edta 

1,107 % . Das saure Mucopolysacharid Heparin verf ä lscht 

die F ä rbung schon bei geringer Konzentration schwerwie-

gend, Natrium-Zitrat erst bei h ö herer Konzentration ( ü ber 

30 %  des Probenvolumens).  

  F ä rbel ö sungen 
 Hier sind nur die Produkte von  Merck  angegeben, das 

Protokoll ist nur damit ausgiebig  ü berpr ü ft worden. 

Wenn Produkte anderer Hersteller verwendet werden 

sollen, ist eine  Ü berpr ü fung der F ä rbung erforder-

lich, wie in Abschnitt Qalitätskontrolle der Färbung 

beschrieben. 

1.    May-Gr  ü  nwald  (Merck  № 101424) . Bei geringem 

Verbrauch Originalflasche in kleine Flaschen 

portionieren 

   →  Gebrauchsl ö sung:  1 Teil   May-Gr ü nwald   +   1 Teil  
Puffer; Filtration nicht erforderlich 

2.    Giemsa  (Merck  № 109204) . Bei geringem Verbrauch 

Originalflasche in kleine Flaschen portionieren 

   →  Gebrauchsl ö sung:  1 Teil   Giemsa   +   6 Teile  Puffer; 

 nach  der Verd ü nnung filtrieren (Faltenfilter mit einer 

Porengr ö  ß e von 4 – 7  μ m, z.B.  Whatman grade 597 ½  ). 

Filter zuerst mit Puffer anfeuchten. Die Filtration 

 ä ndert die F ä rbeintensit ä t nicht (eigene Daten), ver-

hindert aber Farbniederschl ä ge. 

3.       Methanol  (Merck  № 106009) , p.a. Methanol ist hyg-

roskopisch: Vorratsflasche und K ü vette sofort wieder 

verschlie ß en; Bei geringem Verbrauch Originalfla-

sche in kleine Flaschen portionieren 

4.   Puffer  Der pH des Puffers soll im Bereich von 

6,75 – 6,85 liegen. Dies kann mit verschiedenen Vor-

schriften erreicht werden: 

 1. Verwendung von  „ Puffertabletten “  

 i.  aqua destillata  und Puffertabletten: 

 A.  10 Puffertabletten ( Merck  № 111374,  pH 6,8) 

in 10 L  aqua destillata  aufl ö sen, gr ü ndlich 

mischen; nach ca. 1 Stunde hat sich ein 

stabiler pH eingestellt 

 B.  pH messen, er muss wahrscheinlich nicht 

korrigiert werden 

 ii.   aqua demineralisata  und Puffertabletten: 

Bei Verwendung von  aqua demin.  aus einer 

Entsalzungsanlage muss der Puffer in vielen 

Laboratorien (je nach Qualit ä t des entsalzten 

Wassers) st ä rker und unterschiedlich korri-

giert werden 

 A.  Bei stabiler  aqua demin. -Qualit ä t kann, falls 

erforderlich, eine feste Korrektur des Puffers 

vorgenommen werden (Korrekturma ß nahmen 

siehe unten); die Pufferqualit ä t soll in 

regelm ä  ß igen Intervallen kontrolliert 

werden 

 B.  Bei instabiler  aqua demin. -Qualit ä t emp-

fiehlt sich die Verwendung von  aqua dest.  

oder die Anfertigung des Puffers nach der 

unten aufgef ü hrten Vorschrift 

 iii. Die Pufferl ö sung ist ca. 4 Wochen haltbar 

 2. Puffer selbst ansetzen 

 i. aqua destillata (aqua demineralisata):  10 L  

 ii.  NaOH ( Merck  № 109140,  pH 13) 0,2 mol:  

125 mL  

 iii. KH 
2
 PO 

4
 -Stamml ö sung 0,2 mol herstellen: 

 A. 27,22 g KH 
2
 PO 

4
  ( Merck  № 104873 , pH 4,4) 

 B. In 1.000 mL  aqua destillata  aufl ö sen 

 C. In brauner Flasche gek ü hlt 1 Monat haltbar 

 iv. KH 
2
 PO 

4
  0,2 mol:  290 mL  

 v.   aqua dest. , NaOH und KH 
2
 PO 

4
  in 10 L-Flasche 

gr ü ndlich mischen; nach ca. 1 Stunde hat sich 

ein stabiler pH eingestellt 

 vi.  pH messen und ggf. auf 6,75 – 6,85 korrigie-

ren: pH anheben mit NaOH oder absenken 

mit KH 
2
 PO 

4
 ; dabei jeweils gr ü ndlich in der 

Flasche mischen und nach jeder Zugabe 

wieder mehrere Minuten warten vor erneuter 

pH-Kontrolle 

 vii.  Endkontrolle des Puffers nach 1 Stunde 

 viii. Die Pufferl ö sung ist ca. 4 Wochen haltbar  
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  F ä rbeprotokoll 
 Das Protokoll der  Pappenheim -F ä rbung ist in Tabelle  2   

abgebildet. Die dort angegebenen Vorschriften m ü ssen 

exakt eingehalten werden. Anpassungen an lokale Fak-

toren sind nahezu niemals erforderlich, entsprechende 

Empfehlungen sind aber in Abschnitt Modifikation der 

Färbung angegeben.  

  Ablauf der F ä rbung 
 Eigene Experimente (in den h ä matologischen Laborato-

rien der Universit ä t Ulm und des Helios Klinikum Wup-

pertal, best ä tigt u.a. in den Laboratorien von  H. Diem  

und  T. Nebe ) haben ergeben, dass eine optimal kr ä ftige 

Anf ä rbung und gleichzeitige optimale Chromatindar-

stellung erreicht werden, wenn die Pr ä parate zuerst 

in Methanol fixiert werden, dann in verd ü nnter  May-

Gr ü nwald -L ö sung, anschlie ß end in verd ü nnter  Giemsa -

L ö sung gef ä rbt werden und dann in mehreren Schritten 

in Pufferl ö sung entf ä rbt werden. Die vielfach empfohlene 

Kombination von Fixation und  May-Gr ü nwald -F ä rbung 

durch konzentrierte  May-Gr ü nwald -L ö sung, mit nach-

folgender  Giemsa -F ä rbung und Entf ä rbung f ü hrt zu 

Dauer Medium Verd. Kommentar

Luft rasch intensiv trocknen

10 Min Methanol  Fixierung, Permeabilisierung 

   7 Min  May-Gr ü nwald 1 + 1  alkoholische F ä rbung 

10 Sek abtropfen lassen,

nicht sp ü len

20 Min  Giemsa 1 + 6  w ä ssrige F ä rbung 

10 Sek Puffer  Differenzierung 

   4 Min Puffer  Differenzierung 

   4 Min Puffer  Differenzierung 

Luft trocknen

ggf. eindecken

 Tabelle 2      Protokoll der  Pappenheim -F ä rbung (MAE).  

 Die Ausstriche m ü ssen sofort intensiv, am besten mit Ventilator 

getrocknet werden und sollen gleich nach Trocknung, sp ä testens 

innerhalb von 3 Tagen gef ä rbt werden; f ü r eine sp ä tere F ä rbung 

sollen sie gleich nach Anfertigung und Trocknung fixiert werden. 

Die K ü vetten m ü ssen immer abgedeckt sein. Methanol und die Far-

bl ö sungen m ü ssen t ä glich frisch angesetzt werden, auch wenn sie 

kaum oder nicht benutzt wurden. Sowohl f ü r die F ä rbung als auch 

f ü r die Entf ä rbung muss gepuffertes Wasser verwendet werden. 

   MAE,  polychromes   M ethylenblau,  A zur B und  E osin Y; Min, Minuten; 

Sek, Sekunden; Puffer: pH 6,8;  May-Gr ü nwald  bzw.  Giemsa : frisch 

angesetzte verd ü nnte Arbeitsl ö sungen [Stamml ö sung + Puffer].   

einer vermindert detaillierten Chromatin-Darstellung, 

die Pr ä parate sind bei dieser Kombination eher zu stark 

angef ä rbt. Es ist offenkundig, dass der von  Pappenheim  

angegebene Schritt einer F ä rbung mit verd ü nnter  May-

Gr ü nwald -L ö sung nicht ausgelassen werden darf. Die von 

 Pappenheim  vorgeschriebene Fixation durch konzent-

rierte  May-Gr ü nwald -L ö sung kann aber durch die Metha-

nol-Fixation ohne Verlust ersetzt werden. 

 In einigen F ä rbevorschriften wird zwar die  progressive  

F ä rbung mit gepuffertem Wasser ausgef ü hrt, die  regres-

sive  F ä rbung bzw.  Differenzierung  aber mit ungepuffertem 

Wasser. Diese aus f ä rbechemischer Sicht unverst ä ndliche 

Empfehlung f ü hrt zu einer schwerwiegenden Ver ä nde-

rung der F ä rbung (eigene Daten) und muss vermieden 

werden. 

 Die intensive Lufttrocknung und intensive Fixation 

mit Methanol sind insbesondere f ü r die Darstellung 

des Chromatins und f ü r die Beurteilung der Gewebe-

Strukturen von entscheidender Bedeutung, wahrschein-

lich bedeutsamer als geringe Variationen der restlichen 

F ä rbe-Prozedur  [1] . Dies ist vor allem bei der Bearbeitung 

von ausw ä rts angefertigten Ausstrichen zu beachten 

(Einsender entsprechend informieren!). 

 Unsere F ä rbevorschrift (vgl. Protokoll in Tabelle 2) gilt 

f ü r die F ä rbung in 600 mL-K ü vetten mit 40 Objekttr ä gern, 

mit oder ohne Bewegung der Objekttr ä ger. F ü r Ger ä te mit 

automatischer Objekttr ä ger-Bewegung und die F ä rbung 

einzelner Objekttr ä ger auf der F ä rbebank muss die Vor-

schrift evtl. ge ä ndert werden. Das Volumen der K ü vetten 

im Verh ä ltnis zur Objekttr ä ger-Zahl soll nicht kleiner sein. 

 Die F ä rbevorschrift gilt f ü r normale Raumtemperatur, 

bei h ö herer Temperatur laufen die F ä rbung und die Ent-

f ä rbung erheblich schneller ab. Nach bisher vorliegenden 

eigenen kolorimetrischen Daten beeinflusst selbst eine 

Temperatur zwischen 37 ° C und 42 ° C weder die Farbt ö ne 

noch die weiteren Charakteristika der F ä rbung. Dies ergab 

die Analyse einer gr ö  ß eren Serie von Pr ä paraten, die von 

verschiedenen Laboratorien mit Automaten hergestellt 

wurden, die Blutausstriche herstellen und mit einem 

erheblich verk ü rzten F ä rbeprotokoll f ä rben, unter Ver-

wendung der hier genannten F ä rbel ö sungen und eines 

Phosphatpuffers mit pH 6,8. 

 Nach dem Ausstreichen des Materials und nach der 

F ä rbung ist jeweils eine  Schock-Trocknung  mit Ventila-

tor empfehlenswert, v.a. bei dickeren Pr ä paraten wie 

Knochenmark-Ausstrichen und bei gro ß en Ausstrichse-

rien. Die Trocknung ohne Ventilator ist v.a. bei h ö herer 

Luftfeuchtigkeit nicht zuverl ä ssig. Unzureichende Trock-

nung vor der F ä rbung verursacht schwerwiegende Arte-

fakte, vgl. Abschnitt Färbeartefakte. Nicht mit Hitze trock-

nen, sonst entstehen schwere Artefakte. 
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 Die Farbl ö sungen, die Pufferl ö sungen und das Metha-

nol m ü ssen t ä glich erneuert werden; sie sind f ü r maximal 5 

Durchg ä nge mit Blutausstrichen oder f ü r maximal 3 Durch-

g ä nge mit dichtem Gewebe verwendbar (entspricht 200 

bzw. 120 Objekttr ä gern bei 600 mL-K ü vetten). Verbrauchte 

F ä rbel ö sungen bzw. Pufferl ö sungen f ü hren zu vermin-

derter Farbintensit ä t und zu einer Verminderung der Rot-

T ö ne. Zu dieser ver ä nderten Anf ä rbung f ü hrt wahrschein-

lich eine Kombination aus (a.) Verlust der Farbstoffe durch 

Ausf ä llung in der verd ü nnten Farbl ö sung, (b.) Verminde-

rung der Konzentration des Methanols, (c.) Verbrauch der 

Farbstoffe und (d.) Verbrauch der Pufferkapazit ä t. 

 Es ist jedoch empfehlenswert, den ersten Puffer der 

 Differenzierung  nach 3 von 5 Durchg ä ngen zu entfernen, 

den zweiten und dritten Puffer um eine Position nach 

vorne zu schieben und einen neuen Puffer am Ende der 

F ä rbung einzusetzen. 

 Bei einem hohen Anteil von Pr ä paraten, die Fett oder 

Schleim enthalten, wie z.B. Knochenmarkaspirat oder 

Bronchialzytologie, muss das Methanol nach 3 Durchg ä n-

gen erneuert werden. 

 Auch unbenutzte oder wenig verwandte Farbl ö sungen 

m ü ssen sp ä testens am Ende eines Arbeitstages ausgewech-

selt werden, da die Farbstoffe in den  verd ü nnten  Farbl ö sun-

gen instabil werden und sich damit ihre Zusammensetzung 

ver ä ndert; insbesondere verschiebt sich das Verh ä ltnis zwi-

schen AzurB und EosinY zu Ungunsten von Eosin Y. 

 Die K ü vetten m ü ssen stets abgedeckt werden, da 

(a.) Methanol stark hygroskopisch ist und verw ä ssertes 

Methanol zu schlechter Chromatindarstellung und zu 

vermindertem Eindringen der Farbstoffe in die Zellen und 

damit zu verminderter Anf ä rbung f ü hrt und da (b.) sich 

auf der  Giemsa -L ö sung durch Reaktion mit der Luft ein 

zunehmend dichter Farbfilm bilden kann, der zu Farb-

schlieren auf den Objekttr ä gern f ü hrt.  

  Modifikation der F ä rbung 
 Die F ä rbungscharakteristika dieses Protokolls sind f ü r 

alle Routinef ä lle der h ä matologischen Zytologie und der 

Organzytologie optimal geeignet, sie werden konstant 

erreicht und brauchen normalerweise nicht ver ä ndert zu 

werden. Sollte eine Anpassung erforderlich sein, kann wie 

folgt vorgegangen werden: 

  Farbton 

 Durch Festlegung des pH des Puffers auf 6,8 werden die 

Farbt ö ne erreicht, die  Pappenheim  in seiner Vorschrift 

beschrieben hat ( „ Die Erythrozyten rein rosarot “ , vgl. Abbil-

dung 1) und die seither in den Bild-atlanten vorherrschen. 

Die kolorimetrisch ermittelten Werte der Farbt ö ne liegen 

entsprechend (vgl. Tabelle 1 und Abbildung 2). Der pH soll 

nicht ge ä ndert werden. Durch Verschiebung des pH zum 

Alkalischen hin werden z.B. die Erythrozyten blauer, durch 

Verschiebung zum Sauren hin werden sie rot-gelb-gr ü nlich.  

  Farbs ä ttigung und Helligkeit 

 Beide werden haupts ä chlich durch die Intensit ä t der 

F ä rbung und der Entf ä rbung beeinflusst. Das Protokoll 

f ü hrt unter den angegebenen Bedingungen (Konzentra-

tionen, Zeiten, Verh ä ltnis zwischen Volumen der K ü vet-

ten und Zahl der Pr ä parate) zu einer maximal kr ä ftigen 

F ä rbung mit hoher Buntheit ( „ Chromacity “ ), bei der die 

feinsten Strukturen beispielsweise in Blastenkernen oder 

Kernen von Monozyten dennoch nicht  ü berdeckt werden, 

Details aber  „ ins Auge springen “ . 

 Sollte eine Ver ä nderung von Farbs ä ttigung oder 

Helligkeit erforderlich sein, soll als erster Schritt nur die 

 regressive  F ä rbung (geringf ü gig!) durch Verl ä ngerung 

oder Verk ü rzung der  Differenzierung  in der zweiten und 

dritten Entf ä rbungs-K ü vette variiert werden, nicht die 

Farbstoffkonzentrationen oder die Zeiten der  progressiven  

F ä rbung. Eine geringe Intensivierung der Farbs ä ttigung 

kann in einem zweiten Schritt durch Steigern der Kon-

zentration von  May-Gr ü nwald  auf z.B. 2:1 erreicht werden. 

Die Ver ä nderung des  Giemsa -Teils der F ä rbung ist nicht 

erfolgversprechend, auf jeden Fall soll dieser Teil nicht 

abgeschw ä cht werden. 

 Durch zunehmende Entf ä rbung nehmen die neutro-

phile Grundf ä rbung der Granulozyten-Zytoplasmata, die 

F ä rbung der neutrophilen, oxyphilen und basophilen 

Granula und die Basophilie der Zytoplasmata stark ab; 

die eosinophilen Granula bleiben fast identisch kr ä ftig 

angef ä rbt; die Erythrozyten werden blasser, die Kerne 

werden blasser und transparenter; die Buntheit nimmt 

ab, der Farbton aller Details  ä ndert sich aber nicht sig-

nifikant. Diese Ver ä nderungen werden bereits bei einer 

Verl ä ngerung der optimalen Entf ä rbezeit um 10 %  sicht-

bar, bei 30 %  Verl ä ngerung wird die Abblassung st ö rend 

stark (eigene kolorimetrische Daten). Die F ä rbung soll auf 

maximal tolerable F ä rbeintensit ä t eingestellt werden.  

  Struktur-Details 

 Die kontrastreiche Darstellung feinster Strukturen und 

die Durchf ä rbung auch dichter Areale werden wesentlich 
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durch die intensive Trocknung und Methanolfixation 

erreicht, diese sollen auch bei d ü nnen Pr ä paraten nicht 

verk ü rzt werden, k ö nnen aber ohne negative Auswirkun-

gen intensiviert werden. Eine unzureichende Struktur-

Zeichnung ist nahezu immer Folge einer fehlerhaften 

Trocknung bzw. Fixation der Pr ä parate.   

  Nachbehandlung der Objekttr ä ger  
 –    Unterseite der noch feuchten Objekttr ä ger abwischen 

(kann ausgelassen werden, wenn die Unterseite 

sauber ist)  

 –   An der Luft bei Raumtemperatur trocknen, am besten 

mit Ventilator  

 –   Bei Farbschlieren auf dem Pr ä parat (im Lauf einiger 

Stunden entsteht auf der  Giemsa -K ü vette ein Farb-

film, der die Qualit ä t der F ä rbung aber nicht beein-

flusst): Nach etwa 1 Tag ist ein kurzes Abwischen 

des ganzen Pr ä parats auch auf der Objektseite mit 

Methanol m ö glich  

 –   Pr ä parate eindecken, wenn mit Objektiven 20* 

oder 40* ohne  Ö limmersion gearbeitet werden soll, 

oder wenn die Pr ä parate f ü r Kurse oder die Mikro-

fotografie ben ö tigt werden. Bei Verwendung von 

 Entellan neu (Merck Nr. 107961)  unter Verwendung 

von Xylol als L ö sungsmittel bleibt die F ä rbung 

unver ä ndert, andere Eindeckmittel verschieben 

den Farbton evtl. schwerwiegend (eigene kolorime-

trische Daten)  

 –   Gef ä rbte Pr ä parate halten mit oder ohne Deckglas 

mehr als 30 Jahre ohne Ver ä nderung der 

Farben, wenn sie lichtgesch ü tzt aufbewahrt 

werden. Sie werden aber teilweise im Lauf der 

Jahre etwas blasser, wenn sie eingedeckt worden 

waren  

 –   Bereits eingedeckte Pr ä parate k ö nnen durch langes 

 „ Einweichen “  in Xylol ausgedeckt und neu 

eingedeckt oder nachgef ä rbt werden  

 –   Fehlerhaft nach  Pappenheim  gef ä rbte Pr ä parate 

k ö nnen neu gef ä rbt werden: Zuerst in Methanol/

Puffer-Gemisch [1 + 1] (bei alten Pr ä paraten mit 

1 – 2 %  Essigs ä ure) so lange entf ä rben, bis keine 

Farbe mehr sichtbar ist; das kann bei Br ö ckel-

haltigen Pr ä paraten Stunden bis Tage dauern. 

Anschlie ß end ggf. Essigs ä ure durch Inkubation in 

Puffer (30 min) auswaschen, Pr ä parat trocknen, 

neu fixieren und f ä rben. Die neue F ä rbung ent-

spricht bei  ä lteren Pr ä paraten nicht einer guten 

originalen F ä rbung     

  Reinigung des F ä rbegeschirrs 
 K ü vetten, Trichter, Messzylinder und Objekttr ä ger-Halter 

sollen nur mit dem Methanol-Abfall und Leitungswasser 

gereinigt werden, nicht mit Sp ü lmitteln oder mit Chemi-

kalien (z.B. Salzs ä ure). Reste dieser Substanzen k ö nnen 

schwere Artefakte verursachen. Eine nach Reinigung ver-

bliebene leichte Blauf ä rbung des F ä rbegeschirrs wirkt 

sich auf die F ä rbung nicht aus.  

  F ä rbeartefakte 
 Abweichungen vom korrekten Ergebnis sind h ä ufig Folge 

einer (a.) falschen Vorbereitung der Probe oder einer (b.) 

fehlerhaften F ä rbeprozedur, selten Folge von (c.) Ereignis-

sen nach Abschluss der F ä rbung. Die nachfolgende Auf-

listung beschreibt einige h ä ufigere Artefakte und weist 

auf zugrunde liegende Fehler hin (   ). Dies gilt nur bei 

Verwendung der L ö sungen der Firma  Merck,  Farbl ö sun-

gen anderer Hersteller ergeben teilweise erheblich unter-

schiedliche F ä rbungen.

 –    Grau bis grau-blau und wenig  „ bunt “  wirkende 

F ä rbung      (a.) Verbrauch der Farbstoffe durch zu 

hohe Zahl gef ä rbter Objekttr ä ger, oder (b.) alte Far-

bl ö sung (   ≥   12 Stunden), oder (c.) Pr ä parat sp ä ter als 

2 Wochen nach Anfertigung gef ä rbt (vgl. Abbildung 

10), oder (d.) ungepuffertes Wasser  

 –   Schwach angef ä rbte neutrophile Zytoplasmata und 

neutrophile Granula, fehlende Granula der Thrombo-

zyten, kaum sichtbare Thrombozyten-Zytoplasmata, 

blasse basophile Zytoplasmata      alte F ä rbel ö sungen 

oder falsche F ä rbezeiten oder Farbstoff-Konzentratio-

nen (vgl. Abschnitt Modifikation der Färbung)  

 –   Rot-violetter Hintergrund und rote Br ö ckel, Kerne 

blau anstatt blaurot      Pr ä parat mit Heparin antiko-

aguliert (auch bei geringer Heparin-Konzentration!), 

vgl. Abbildung 9  

 –   Erythrozyten grau-blau, Kerne graublau, Rot-T ö ne 

fehlen, Zytoplasmata kaum angef ä rbt      Pr ä parat mit 

Formaldehyd oder Glutaraldehyd vorfixiert, bei-

spielsweise durch undichte Beh ä lter einer gleichzei-

tig eingesandten Stanzbiopsie, vgl. Abbildung 8  

 –   Dichte Areale (Br ö ckel) unterf ä rbt, aber gut gef ä rbte 

Blutausstriche bzw. d ü nne Areale      Fixation unge-

n ü gend (zu kurz, Methanol verw ä ssert, Methanol mit 

viel Fett vorbelastet) oder zu wenig intensive F ä rbung 

(Dauer, Konzentration)  

 –   Bl ä uliche Erythrozyten, auff ä lliger bl ä ulicher 

Hintergrund, Rot-T ö ne insgesamt vermindert, 
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polychromatische Erythrozyten nicht abgrenzbar      

fehlende Pufferung des Wassers oder stark versp ä tete 

F ä rbung der unfixierten Ausstriche oder pH des Puffers 

zu hoch; die Erythrozyten reagieren viel st ä rker auf 

diese St ö reinfl ü sse als Kerne, Granula oder basophile 

Zytoplasmata; (blauer Hintergrund auch bei Paraprote-

in ä mie trotz korrekter F ä rbung der Zellen!)  

 –   Leuchtend rot-orange Erythrozyten, fehlende Baso-

philie der Zytoplasmata      pH des Puffers zu niedrig  

 –    „ Kristalle “  in den Erythrozyten, Stechapfelformen 

     verw ä sserte Fixation, unzureichend getrocknete 

Objekttr ä ger; unvollst ä ndige oder zu langsame 

Trocknung verursacht nicht nur sehr st ö rende Arte-

fakte an den Erythrozyten, sondern auch degenerier-

tes Chromatin und verminderte bis fehlende Granu-

lation der Zytoplasmata. Die Pr ä parate d ü rfen erst 

nach guter Trocknung in Versandbeh ä lter verpackt 

werden (vgl. Abbildung 7)  

 –   Kerne ohne Rot-T ö ne      falsche Pufferl ö sung, ver-

brauchte oder alte Farbl ö sungen, zu kurze F ä rbezeit 

(die Rot-F ä rbung der Kerne kommt sp ä ter zustande 

als die Blauf ä rbung)  

 –   Chromatin aufgequollen und teils verklumpt, 

Erythrozyten bizarr verformt, Pelger-artige 

Kerne der Granulozyten, evtl. Thrombozyten aggre-

giert      nicht aufgearbeitetes Material (z.B. Blutr ö hr-

chen) wurde vor dem Ausstreichen zu lange gelagert 

(bei Zimmertemperatur sind Alterungsartefakte 

schon nach wenigen Stunden bemerkbar; Lagerung 

im K ü hlschrank verursacht noch st ä rkere Artefakte!)  

 –   Blaue prominente Nukleolen      voranschreitende 

Zellaufl ö sung schon vor Anfertigung der 

Pr ä parate oder unzureichende Fixierung f ü hren 

zu einem Aufbrechen der Kernstruktur und zu 

einer erh ö hten Permeabilit ä t und dadurch zu einer 

 „ Demaskierung “  des Nukeolus und einer intensive-

ren Anf ä rbung der RNA im Nukleolus (vgl. Abbildung 

5: wenig prominente aber abgrenzbare Nukleolen).  

 –   Kerne aufgeplatzt, Chromatin zerflie ß t, Erythrozyten 

unversehrt, Farben korrekt      Detergenzien auf den 

Objekttr ä gern oder auf dem F ä rbegeschirr  

 –   Vakuolen in den Kernen und im Zytoplasma      

Methanol wegen zuvor gef ä rbter fettreicher Pr ä parate 

(Knochenmark!) verbraucht, die  Ü berlagerung mit 

Fett-Tropfen behindert die Anf ä rbung  

 –   Diffuse bl ä uliche Farbniederschl ä ge       Giemsa -

L ö sung nicht abgedeckt, Objekttr ä ger nicht tief 

genug in Entf ä rbung eingetaucht  

 –   Bl ä uliche Granula (  <  1  μ m) im Hintergrund und  ü ber 

den Zellen       Giemsa-L ö sung  nicht filtriert oder F ä r-

begeschirr unzureichend gereinigt  

 –   Pr ä parat kann bei hoher Vergr ö  ß erung (Objektiv 40*, 

100*) nicht scharf gestellt werden      zu viel Ein-

schlussmittel unter dem Deckglas, doppeltes Deckglas  

 –   Nicht eingedecktes Pr ä parat stellenweise entf ä rbt 

nach Anwendung von Immersions ö l      Alkohol-

haltiges Immersions ö l  

 –   Farbverschiebung trotz vollst ä ndig eingehaltenem 

Protokoll      ungeeignetes Eindeckmittel ?      

  Qualit ä tskontrolle der F ä rbung 
 Die F ä rbung muss bei Neueinf ü hrung des Protokolls und 

danach regelm ä  ß ig z.B. halbj ä hrlich  ü berpr ü ft werden. 

Dabei sollten zumindest ein Blutausstrich, besser noch 

ein Blutausstrich und ein Br ö ckel-haltiges Pr ä parat und 

ein f ü r das jeweilige Labor typisches oder kritisches Pr ä-

 parat analysiert werden. Als Grundlage f ü r den visuellen 

Vergleich mit dem F ä rbe- „ Standard “  sind in den Abbildun-

gen  3 bis 10          einige Beispiele korrekter und falscher F ä r-

beergebnisse abgebildet; die Checkliste in Tabelle  3   hilft 

bei der Abarbeitung der visuellen Ph ä nomene; objektive 

kolorimetrisch ermittelte Farbwerte k ö nnen der Tabelle 1 

entnommen werden. 

 Routine-Laboratorien sollten zumindest eine visu-

elle  Ü berpr ü fung der F ä rbung vornehmen. Zus ä tzlich ist 

bei Neueinf ü hrung des Protokolls eine objektive Quali-

t ä tskontrolle durch Kolorimetrie empfehlenswert (vgl. 

Abschnitt Objektive Überprüfung durch Farbmessung). 

Laboratorien, die Ausstriche f ü r die Qualit ä tskontrolle 

(z.B. Ringversuche) anfertigen, sollten jeden Fall vor der 

Versendung visuell und kolorimetrisch  ü berpr ü fen. 

 Abweichungen vom Standard-Farbton werden –

 sowohl bei einer visuellen als auch bei einer kolorimet-

rischen  Ü berpr ü fung – leicht an den orthochromatischen 

Erythrozyten erkannt; ihre Farbt ö ne sind sehr homogen 

(schmales Farbspektrum), in unterschiedlichen Laborato-

rien bei gleichem F ä rbe-Protokoll immer gleich und ver-

 ä ndern sich durch F ä rbefehler sehr stark, sehr viel st ä rker 

als z.B. die Kerne (eigene Daten).  

  Subjektive visuelle  Ü berpr ü fung 
 Die Pr ä parate sollen so kr ä ftig gef ä rbt sein, dass die 

Granula der Granulozyten schon bei geringer Vergr ö  ß e-

rung  „ ins Auge springen “  und nicht erst bei h ö herer Ver-

gr ö  ß erung (Objektiv 40*) gut abgrenzbar sind. Eine zu 

wenig intensive F ä rbung zeigt die Struktur-Details nicht 

ausreichend kontrastreich an, was z.B. die Unterscheidung 

von unreifen und reifen Zellen erschwert und zeigt nicht 
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alle Granula deutlich, wodurch z.B. die Unterscheidung 

einer schwachen Granulation der Granulozyten von einer 

fehlenden Granulation unm ö glich wird. Eine zu intensive 

F ä rbung f ü hrt zu  undurchsichtigen  Kernen und zu tief-

blauen Zytoplasmata, die die Granula fast  ü berdecken und 

bewirkt bl ä uliche Erythrozyten, die von polychromatischen 

Erythrozyten nur schwer zu unterscheiden sind. 

 Der Hintergrund (Plasma-Eiwei ß ) zwischen den 

Zellen darf allenfalls leicht gelb-rosa gef ä rbt sein. Die Ery-

throzyten sollen m ä  ß ig intensiv rein-rot bis rot-gelblich 

angef ä rbt sein ohne Blaustich oder Orange-Gr ü n-Stich. 

Die Zytoplasmata der neutrophilen Granulozyten sollen 

hell gelblich-r ö tlich angef ä rbt sein, die Zytoplasmata der 

Monozyten leicht bl ä u-lich, die der Lymphozyten unter-

schiedlich dunkel basophil ohne Rotstich. 

 Die r ö tlichen Granula der Thrombozyten sollen in 

einem gering bis mittelgradig stark blau gef ä rbten Zyto-

plasma gut abgrenzbar sein. Die Granula der Granulo-

zyten sollen gut abgrenzbar angef ä rbt sein, neutrophil 

(d.h. rot-braun) oder basophil (d.h. stark angef ä rbt rot-

blau-braun) oder eosinophil (d.h. leuchtend und kr ä ftig 

rot-orange), Granula lymphatischer Zellen oxyphil (d.h. 

r ö tlich-violett); vgl. Abbildungen 3 bis 4. 

 Das Chromatin ist in einigen Zellen stellenweise fl ä chen-

haft oder schollig angeordnet (z.B. Lymphozyten oder Gra-

nulozyten). Die optimale Chromatindarstellung kann z.B. 

an Monozyten abgelesen werden, dort soll es ohne Verklum-

pung fein aufgel ö st abgebildet sein, wechselnd sehr dicht 

bis fein netzartig. Das Chromatin soll r ö tlich-blau angef ä rbt 

sein, nicht nur blau (aber: reife rote Vorstufen haben rein 

blaue Kerne). Die Nukleolen normaler Blutzellen sind nicht 

prominent, sie sind anders als der Kern rein blau gef ä rbt. 

 Die Zellen in den Br ö ckeln sollen ebenso kr ä ftig 

angef ä rbt sein wie im freien d ü nneren Ausstrich-Anteil 

(vgl. Abbildung 6). Ansonsten ist entweder die Trock-

nung vor der F ä rbung unzureichend, oder die Fixierung 

ist unzureichend (zu kurz oder das Methanol verw ä ssert 

oder mit Fett  ü bers ä ttigt), oder die F ä rbezeit ist zu kurz. 

 Die in Abschnitt F ä rbeartefakte beschriebenen Arte-

fakte d ü rfen nicht vorhanden sein. Die Pr ü fkriterien in 

Tabelle 3 sollen bei der visuellen Qualit ä tskontrolle der 

F ä rbung am besten an einem Blutausstrich komplett abge-

arbeitet werden. Sind alle Kriterien erf ü llt, liegt mit hoher 

Wahrscheinlichkeit ein korrekter Ablauf der F ä rbung im 

engeren Sinne vor (zus ä tzlich k ö nnen aber Artefakte vorlie-

gen, wie z.B.  „ L ö cher “  in Erythrozyten bei falscher Fixation). 

 Wenn die Farbt ö ne nicht dem Standard entsprechen, 

muss die gesamte Prozedur  ü berpr ü ft werden. Bei Aus-

wertung zahlreicher F ä lle aus verschiedenen Laborato-

rien waren fehlerhafte F ä rbungen zumeist durch die Ver-

wendung von ungepuffertem Wasser oder einen falschen 

pH der Pufferl ö sung verursacht. Nach Ausschluss einer 

fehlenden oder falschen Pufferl ö sung m ü ssen alle folgen-

den Details untersucht werden:

 –    Arbeitsplatz      z.B. chemische Einfl ü sse durch Form-

aldehyd oder S ä ured ä mpfe oder Azeton  

 –   Objekttr ä ger      korrekte Lagerung ?  ggf. Hersteller 

wechseln  

 –   F ä rbegeschirr      Einfluss von Reinigungsmitteln ?   

 –   Stamml ö sungen       ü berschrittenes Haltbarkeitsda-

tum ?  ggf. Hersteller wechseln  

 –   Konzentration der Gebrauchsl ö sungen  

 –   F ä rbezeiten/Entf ä rbezeiten  

 –   Eindeckmittel  

 –    Makroskopisch kr ä ftig r ö tlich gef ä rbter Blutausstrich ohne Blaustich

 –    Hintergrund zwischen den Zellen nur gering angef ä rbt ohne Farbniederschl ä ge oder Farbgranula

 –    Erythrozyten kr ä ftig angef ä rbt rein-rot bis rot-gelb ohne Blaustich

 –     Erythrozyten scharf begrenzt mit deutlicher zentraler Aufhellung (im Bereich des Pr ä parats, in dem die Zellen dichter, weniger 

ausgebreitet liegen)

 –    Polychromatische Erythrozyten gut abgrenzbar (in der Fahne des Ausstrichs suchen)

 –    Kernhaltige Zellen kr ä ftig gef ä rbt, die Granula  „ springen ins Auge “ 

 –    Kerne intensiv blau-rot gef ä rbt, nicht nur blau; Nukleolen (wenn sichtbar) blau ohne Rotstich

 –     Chromatin teils undurchsichtig dunkel (z.B. Chromatinschollen von Granulozytenkernen), bei Blasten und Monozyten durchsichtig 

netzartig mit Darstellung feiner F ä dchen oder K ö rnchen (bei nicht-h ä matopoetischen Zellen)

 –     Zytoplasma neutrophiler Granulozyten deutlich angef ä rbt, nicht  „ leer “ , neutrophile Granula auf diesem Hintergrund deutlich dunkler 

als das Zytoplasma und gut abgrenzbar; neutrophile Granula  „ unreifer “  Granulozyten r ö tlicher angef ä rbt; Prim ä rgranula bei toxischer 

Granulation gr ö  ß er und blau-rot

 –     Basophiles Zytoplasma zwischen hellblau und dunkelblau angef ä rbt ohne Rotstich, nicht nur grau; r ö tliche Granula bei Monozyten, bei 

granulierten Lymphozyten und bei myeloischen Blasten kr ä ftig angef ä rbt und gut abgegrenzt

 –    Zytoplasma der Thrombozyten hellblau gef ä rbt, mit deutlich abgegrenzten r ö tlichen Granula

Tabelle 3     Checkliste f ü r die visuelle  Ü berpr ü fung der F ä rbung.  
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 Abbildung 5    Korrekte F ä rbung: Mittelgradig dicht gepacktes aber 

sehr feines retikul ä res Chromatin der Blasten (akute myeloische 

Leuk ä mie), ohne Verklumpung detailliert abgebildet, Nukleolen 

nicht prominent.    

 –   Ungeeignete Kunststoff-Versandbeh ä lter, die 

L ö sungsmittel ausd ü nsten     

  Objektive  Ü berpr ü fung durch 
Farbmessung 
 Zus ä tzlich zu der subjektiven visuellen  Ü berpr ü fung der 

F ä rbung (Abschnitt Subjektive visuelle Überprüfung) kann 

die Farbgebung in Fotografien ausgemessen und dadurch 

objektiviert werden. Pr ä parate f ü r  virtuelle Mikroskopie,  f ü r 

 elektronische Atlanten  und f ü r die  Qualit ä tskontrolle  (z.B. 

Ringversuche) sollen immer visuell und objektiv  ü berpr ü ft 

werden. F ü r die Farbmessung sind eine spezialisierte tech-

nische Ausstattung und spezialisierte Computer-Software 

erforderlich. Die Einrichtung eines entsprechenden Service 

z.B. durch die Ringversuchsorgani-sationen ist derzeit in 

Diskussion (ggf. Kontaktaufnahme mit T. Binder). 

 Das Verfahren der Kolorimetrie und damit erhobene 

Daten an  „ Standard-Pr ä paraten “  werden separat publi-

ziert (in Vorbereitung).  

  Fotografische Beispiele mit 
korrekter und falscher F ä rbung 
 Die nachfolgenden Fotografien wurden mit einer digitalen 

Spiegelreflex-Kamera  (Canon EOS 1Ds  bzw.  1Ds MK3)  an 

einem  Zeiss -Mikroskop (Axioskop 1) unter striktem Farb-

management aufgenommen, aus den Rohdaten-Bildern 

entwickelt und nicht nachbearbeitet. Alle F ä lle wurden mit 

diesem Standard-Protokoll gef ä rbt; bei den  abnormen  F ä llen 

kamen falsche Antikoagulation, falsche Fixation, versp ä tet 

ausgef ü hrte F ä rbung oder Alterung der F ä rbel ö sungen als 

negativer Einfluss hinzu (vgl. Abschnitt Färbeartefakte). 

 Abbildung 4    Korrekte F ä rbung: Blutausstrich eines Patienten mit 

T-LGL-Leuk ä mie, Details aus Abbildung 3; oben und unten: gering 

gelb gef ä rbter Hintergrund, rot bis rot-gelb gef ä rbte Erythrozyten, 

rot-blaue Kerne, rein blaue basophile Zytoplasmata, Granula des 

Granulozyten und der Lymphozyten und der Thrombozyten kr ä ftig 

gef ä rbt, Hyalomer der Thrombozyten leicht blau.    

 Abbildung 3    Korrekte F ä rbung: Blutausstrich eines Patienten mit 

T-LGL-Leuk ä mie; Details siehe Abbildung 4.    
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 Abbildung 8    Artefakt durch vorherige Fixation mit Aldehyden 

(Formaldehyd, Glutaraldehyd), Ver ä nderung hier nur milde ausge-

pr ä gt: Rot-T ö ne vermindert, schlechte Darstellung der Granula (hier: 

Kontamination mit Formaldehyd).    

 Abbildung 7    Alte vs. frische F ä rbung, gleichzeitig angefertigte 

Ausstriche vom selben Fall; 

  oben : Mit 48 Stunden alter F ä rbung (Methanol, Farbl ö sungen und 

Puffer): Erythrozyten verformt mit  „ Kristallen “  (wegen verw ä ssertem 

Methanol), Kern und Zytoplasma schwach gef ä rbt, Thrombozyten 

kaum sichtbar ;   unten : Mit frischer F ä rbung: Erythrozyten unver-

sehrt, Zytoplasma, Kern und Thrombozyten gut gef ä rbt.    

 Abbildung 6    Korrekte F ä rbung: Organzytologie  –  Bronchialb ü rs-

tenzytologie; unten normales Flimmerepithel, oben nicht-kleinzel-

liges Karzinom; F ä rbung in dichten Bereichen gleich intensiv wie in 

d ü nnen Bereichen, Darstellung der Gewebestruktur ausreichend, 

aber nicht so gut wie bei der in der Organzytologie parallel 

verwandten  Papanicolaou -F ä rbung.    
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 Abbildung 10    Versp ä tet vs. zeitgerecht gef ä rbtes Pr ä parat; 

  oben:  Polychromasie bei versp ä teter F ä rbung trotz erheblicher 

Retikulozytose kaum erkennbar, alle Erythrozyten graublau, Rot-

T ö ne der Erythrozyten stark vermindert;    mitte:  korrekte F ä rbung, 

Polychromasie gut erkennbar (anderer Fall) ;   unten:  von diesen 

F ä llen Darstellung der Farbspektren der orthochromatischen (Ery) 

bzw. polychromatischen (poly) Erythrozyten;    oberer Teil : Fall mit 

zeitgerechter F ä rbung: 8 %  Retikulozyten, gut abgegrenzte Popula-

tion roter Farbt ö ne der ortho-chromatischen Erythrozyten;   unterer 
Teil : Fall mit versp ä teter F ä rbung: 15 %  Retikulozyten, die orthochro-

matischen Erythrozyten bilden keine abgegrenzte Population roter 

Farbt ö ne aus, Farbverschiebung weit ins blaue.    

 Abbildung 9    Artefakt durch Heparin: Hintergrund rot-violett, Zellen 

teils nur schemenhaft zu erkennen (Knochenmarkausstrich).    
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