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Kort historio

» Forsta gdngen mikroskopisk fé&rgning ar omnémnt ér 1714 och pd 1860-talet
borjade man anvanda HTX for att farga cellkarnor.

» De flesta fargningsmetoder tillkom genom praktiska erfarenheter och det ar
extremt svart att forklara fargningsmekanismen dé det forsiggér flera
komplexa fysikaliska och kemiska processer samftidigt.




Viktiga faktorer

» Det stdlls mycket speciella krav att f& fram ett preparat for
mikroskopisk/digital undersdkning.

» Snittet skall bl.a. vara tunt och genom sin kontrastrikedom ge en detaljerad,
naturtrogen bild av utgdngsmaterialet.

» Digital bild/Al kr&ver en hdgre kvalité av laboratorieprocessen.

» [elsdkning?! Kontrollera omfattningen och undersdk en sak i taget.

Analys

Snittning

Utrustning
Dehydrering Varme Losningar

Fixering



Fallningar av farg gamla fargbad bld& eller rosa prickar

Formallnplgment sur’r formalin brunsvarta granula

ddlig deparaffinering ljusa "hdl"” i snittet
f|xeringsfel celler ser ut som de kokat
Knife marks (mlkro’romskador) trubbigt blad "repor” i vivnaden
Chatter / vibration fér hért block bandliknande monster



Snabb torklaring

» Progressiv fGrgning. Férgningen avbryts nér optimalt resultat ér uppnadtt

» Regressiv fargning. Overfargning gors och ddrefter 16ser man bort
fargodverskottet till dnskad styrka. Fargerna binds inte lika fast fill alla
vavnadsbestdndsdelar. Darfor avférgas viss vavnad fortare én andra vid
differentiering.

» Oxidering: Ett dmne avger elekironer. Kan vara en reaktfion med ett annat
amne. (motsatts, reduceras)

» Affinitet: Dragningskraft



HEMATOXYLIN-EOSIN

Ar den vanligaste dversiktsfargningen.
Ar en kombination av ett surt f&rgdmne, Eosin och ett basiskt fargdmne, HTX
Vid oxidering av HTX bildas hematein som ar sjalva fargdmnet.

Hematein har Iag affinitet "dragningskraft” till vvnaden och krdver ett
betmedel ex alun som starker den positiva laddningen av hematein och
som dd far [&ttare att binda fill de negativa vavnadskomponenterna.
Bl&ning i kranvatten dd cellerna &ndrar farg fréan réd il bld-lila

Eosinfargningen hjdlper att skilja mellan olika cellers cytoplasma och olika
Tyﬁer av bindvdv genom att farga dem i olika nyanser av rosa, orange och
roft.






Vad kan ga fel i HTX-Eosin

= pHvérdetpavatinet I )

» Diffning, kort eller Idng tid i alkohol

» Felaktiga l6sningar ex pH vardet pd eosin
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AB-PAS

» Alcianblue PAS kombinerar tvd metoder for att sarskilja sura
mucopolysackarider (muciner) frdn neutrala.

» Alcianblue dr etft basiskt farg&mne dér man anvant attiksyra for att f&
|Gsningen sur, pH 2,5, som binder till de sura grupperna av muciner och
fargar dem bldtt.

» Periodsyra i PAS I6sningen bryter ner kol-bindningarna i glykosringen sa det
bildas fria aldehydgrupper (-CHO). Dessa reagerar med Schiffs [6sning och
ger en rodfargad férening som visar neutrala muciner och glykogenets
position i cellen.



Vad kan gad fel i AB-PAS

» Vid felaktigt pH varde i Alcianblue fargas inte de sura mucinerna fillrackligt.
» Vid for kort tid | perjodsyra bildas inte de fria aldehydgrupperna

» Fel tiderildsningarna

» [FOr gamla ldsningar

» Schiffs reagenslosning ar for gammal nér man inte erhdller tillrdcklig
infargning efter 15 min eller nar den borjar skifta i rosa.
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GIEMSA

» Anvands for blodutstryk och att pdvisa mikroorganismer och mastceller i
vavnad, bl a Helicobakter pylori som ar en gramnegativ bakterier

» [ &g kdnslighet

» Ar en differentialf&rgning, en blandning av metylenblatt (basisk), azur
(basisk) och eosin (sur)

» Fdrgerna drinaktiva i alkohol (som i den férdiga I6sningen)och madste
darfor blandas i en vattenldsning for att bli aktiv.

» Metylenbldtt och azur binder till sura komponenter sGdsom cellkdrnor vilket
ger dem en réd-lila férg och eosinet till basiska komponenter som blir bld-
lila ex cytoplasma och bakterier



Vad kan ga fel i Giemsa fargningen

N2
» Tank pd tiderna vid diffning, fingertoppskdansla f[\&\ I&'\
» Viktigt att byta 16sning om ni har ménga glas
» GOr mikroskopkontroll av snittet

» Utfallning, om Giemsa fargningen inte ar farsk, filtrerad eller skoljningen ar
pristféllig. D& bildas féllningar
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ELASTIN van GIESON

» Anvands for att sarskilja elastiska fibrer frdn annan bindvayv ex karlvéggar
» Flastiska traddar hor till de tétast uppbyggda strukturerna i kroppen.

®» Resorcin-fuchsin som har affinitet mot sura och negativt laddade elastiska
trddar och som har formdgan att diffundera in i de kompakta vévnaderna

» Differentiering med kranvatten ock alkohol

» CellkGrnorna fargas med Weigerts




Vad kan ga fel i Elastin f&rgningen

For kort/Iang tid i IGsningarna

Var noga med att ta bort dverskottstargen (diffning).

Hdllbarhet for IGsningen

Elastinfibrerna blir otydliga om surhetsgraden inte ar korrekt.
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TB-fargning

= Ar en syrafast bakterie som har en komplex cellvigg. Membranet ar rikt p&
lipider och innehdller mykolsyror som &r en vaxliknande fettsubstans.

» Karbolfuchsin som appliceras pd olika satt beroende pd metod for att
tvinga in fargen i bakteriens cellvagg ex. med varme

» Karbolfuchsin ar en basisk farg som binds till negativa bakteriekomponenter
sasom mykolsyra.

» Provet skoljs med syraalkoholblandning dar de syrafasta bakterierna, som
har en hég halt av mykolsyror i sin viigg behdller den roda fargen.



Vad kan ga fel i Tb fargningen

» Vid for svag uppvarmning fargas inte bakterierna in.

» Syran madste skoljas bort ur vivnaden innan kontrastfargning, annars férgar
infe metylenbldtt.

= Om snitten rakar torka innan karbolfuchsin skdljs bort kan det bildas en
forening som ar resistent mot differentiering.

» Det vanligaste felet ér déverdifferentiering. D& férgen skdljs bort dven fran
bakterien.

» Carnoys fixeringsldsning fér ej anvéndas d& denna goér syrafasta
mikroorganismer icke syrafasta.
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FE

» JArn ar oldsligt i alkaliska [6sningar men |6sligt | sura I&sningar.
» Hdr frigdrs Fe3+ med hjdlp av saltsyra och jarn (lll)klorid formas.

» Vid fargning reagerar jarnet med kaliumferrocyanid och bildar oldslig
ljusbld jérn ferrocyanid




Vad kan ga fel i FE faGrgningen

» Gamla eller kontaminerade reagenser, ger svaga eller ojdmna
fargningsresultat

» FOr kort/I&ng inkubationstid
» Felaktigt pH

® Den vanligaste orsaken fill falskt negativa resultat att jarnet | vivnaden inte
har blivit frilagt pd ratt satt.

®» Jarnkontaminering, Anvand inte material i metall ex pinceft

» [ A&ngvarig fixering i surt buffrad formalin kan leda fill att jarn lakas ut ur
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RETIKEL

» Retikelfargning ar en silverfargning

» Kaliumpermanganat oxiderar vavnaden for att Oka fargningen av refikulin
och sen avliagsnas dverskott av kaliumpermanganat med oxalsyra.

» J&rnalun fungerar som betmedel och ersatts efterdt av silvret fran
diaminosilverldsningen.

= Formalin fillsatts for att utveckla silver fill synligt silver.

» Guldklorid tillsatts for battre kontrast och klarhet. Tiosulfat avbryter
reaktionen och aviagsnar silver som inte reagerat




Vad kan ga fel i Retikel fGrgningen

» Viktigt aft skdlja bort kaliumpermanganat och oxalsyra

» Vid for svag fargning kan oxideringen (kaliumpermanganat) vara oftillracklig
eller s& har man anvant en gammal silverldsning.

» QOverfdrgning kan bero p& att reduceringssteget (formalin) har varit fér
l|Angt.

» Viktigt att anv@nda noga rengjorda kyvetter

» Anvand plastpincetter vid silverlosningar
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Fragestund!

Tack {or 0ss och lycka till med ert arvete
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