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Forord 

Denne bacheloroppgaven ble gitt av seksjon for Cytologi, avdeling for Patologi ved St. Olavs 

Hospital i Trondheim. Oppgaven er skrevet i forbindelse med bachelorgrad i Bioingeniørfag ved 

Norges tekniske-naturvitenskaplige universitet - NTNU (Trondheim). Vi ønsker med dette å 

takke våre faglige veiledere seksjonsleder Maj Liv Eide og cytodiagnostiker Camilla Skånøy 

Buan for god veiledning og hjelp under utførelse av prosjektet, og vår prosessveileder Asle 

Andreas Grislingås for god skriveveiledning. Takk til seksjon for Cytologi for lån av 

laboratoriearealer og laboratorieutstyr, samt nødvendig materiale til utførelse av oppgaven.  
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Sammendrag 

Bakgrunn: Hensikten med denne oppgaven gitt av seksjon for cytologi, avdeling for patologi, 

St. Olav Hospital, var å optimalisere forbehandling av pasientprøver med serøse væsker, samt å 

optimalisere den eksisterende Romanowsky- fargemetoden May- Grünwald- Giemsa for dette 

prøvematerialet. Det var ønsket å oppnå en kvalitet som tilfredsstiller en score på minst 4 (god) i 

UK-NEQAS Staining Criteria Handbook –Non Gynae Diagnostic Cytology.  

 

Metode: Det ble foretatt utprøving av ulike Romanowsky fargemetoder både på preparat laget 

med Megafunnel og på direkteutstryk fra serøse væsker. Ut i fra både innhentet teori og trinn i 

fargeprotokoller for Romanowsky- farging tilsendt fra andre sykehus, så ble det satt sammen  

utkast til ulike fargeprotokoller for en rask forprøving. De mest vellykkede og lovende av disse 

utkastene ble så valgt ut til å bli testet mer nøye videre. Fargeprotokollene ble da kalt 

henholdsvis ny May- Grünwald- Giemsa (ny MGG), Giemsa i 15 minutter (G15) og Giemsa i 20 

minutter (G20), og disse ble programmert inn i fargemaskinen Gemeni AS. I tillegg ble 

fargekvaliteten til hurtigfargen Color Rapid også vurdert på dennes oppnådde fargekvalitet på lik 

linje med de nye fargeprotokollene. 

Preparater og direkteutstryk ble laget i to store batcher fra åtte ulike pasientprøver. Det ble 

gjennomført farging hver ukedag i en hel uke, med to preparat fra hver pasientprøve til hver 

protokoll, dette gjaldt også den protokollen som er til daglig bruk ved seksjonen. Fargeresultat 

fra den nåværende brukte protokollen ble brukt som sammenligningsgrunnlag for de andre nye 

fargeprotokollene, men ble også brukt for å undersøke hva som skjer med fargene dersom man 

ikke har nylagde farger hver dag, men i stedet bare lager nye farger to ganger i uken. 

 

Resultater: Både ny MGG og G15 viste gode resultater i forhold til den nåværende brukte MGG 

protokollen. G20 gav for mørk kjernefarge. Hurtigfargemetoden gav et utilfredsstillende resultat.  

 

Konklusjon: Både protokoll for ny MGG og G15 oppnådde et bedre fargeresultat enn den 

nåværende brukte fargeprotokollen ved seksjon for cytologi. Fargeprotokollen for ny MGG 

anbefales, da denne gav en mer dimensjonal og tonet visualisering av cellebildet, enn det 

fargeprotokollen G15 klarte. Begge oppnådde en helhetlig score på 4, mens den nåværende 

brukte fargeprotokollen oppnådde en score på 3. 
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Abstract 

Background: The purpose of this task given by Section for Cytology at the Department of 

Pathology at St. Olav Hospital, was to optimize pretreatment of patient samples with serous 

fluids, as well as to optimize the existing Romanowsky staining method, May- Grünwald- 

Giemsa for this material. It was wanted to achieve a quality that meets a score of at least 4 (good) 

in the UK-NEQAS Staining Criteria Handbook –Non Gynae Diagnostic Cytology. 

 

Method: Various Romanowsky- staining methods were tested on both preparations made with 

Megafunnel and on direct smears from serous liquids. Based on both obtained theory and steps in 

staining protocols sent to us from other hospitals, drafts to different new staining protocols were 

put together for a quick preview. The most successful and promising of these drafts were then 

selected to be more carefully tested, in the staining protocols called new May-Grünwald-Giemsa 

(new MGG), Giemsa for 15 minutes (G15) and Giemsa for 20 minutes (G20), and was 

programmed into the Gemeni AS staining machine. In addition, the fast stain Color Rapid was 

also assessed on its achieved staining quality, similar to the new staining protocols. Preparations 

and direct smears were made in two large batches from eight different patient samples. Staining 

was carried out every weekday for a whole week, with two preparations from each patient 

sample for each protocol, this also applied to the daily used protocol at the section of Cytology. 

Staining results from the current used protocol were used as a basis not only for comparison for 

the other new protocols, but were also used to examine what happens to the staining result if one 

does not use freshly prepared stains every day, but only prepare these two times a week instead. 

 

Results: Both new MGG and G15 showed good results compared to the current used MGG 

protocol. G20 gave a too dark nuclear stain. The fast staining method gave an unsatisfactory 

staining result. 

 

Conclusion: Both of the new Romanowsky- staining protocols, MGG and G15,  achieved a 

better staining result than the current used staining protocol at section of Cytology. The new 

MGG staining protocol is recommended as it provided a more dimensional and toned 

visualization of the cell image than the G15 staining protocol. Both achieved an overall score of 

4, while the current used staining protocol achieved a score of 3. 
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1 Innledning 

 

1.1 Kreft 

Globalt er kreft en av de vanligste dødsårsakene, og hvert år dør nesten ni millioner mennesker 

av kreft (“Verdens kreftdag” n.d.). I Norge får mer en 30 000 mennesker hvert år beskjed om at 

de har kreft, og ut fra dagens kreftbilde, antas det at omtrent hver tredje nordmann vil få en 

kreftdiagnose innen fylte 75 år. En høyere levealder og en befolkningsøkning er hovedårsakene 

til at antallet krefttilfeller øker, og dette gjør at det også forventes en fortsatt økning frem til 

2025. I 2016 døde 10 994 personer i Norge av kreft og halvparten av disse dødsfallene skyldtes 

kreft i enten prostata, bryst, lunge, tykk- og endetarm. De vanligste kreftformene hos menn, er 

kreft som oppstår i prostata, tykktarm, lunge, blære og urinveier, mens de vanligste kreftformene 

hos kvinner er kreft i tykktarm, lunge, bryst og føflekker i hud. Lungekreft er den kreftformen 

som tar flest liv blant menn og kvinner sammenlagt (Roald, Sauer, and Klepp 2018)(“Kreft” 

n.d.). I 2016 var lungekreft (sammen med kreft i trachea- og bronkie) den sjette mest vanlige 

dødsårsaken på verdensbasis med hele 1,7 millioner dødsfall. (“The Top 10 Causes of Death” 

n.d.).  

 

Kreftceller kan spre seg til de fleste organer, men veldig ofte så sprer de seg først til 

primærtumorens nærliggende lymfeknuter. Vanlige spredningsmål er organer som lymfeknuter, 

skjelett, lunger, lever og hjerne, se figur 1.1i. Ulike krefttyper har en tendens til å spre seg til 

bestemte organer (“Hva er kreft?” n.d.).  

https://www.zotero.org/google-docs/?NVtiFq
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Figur 1.1i: Viser hvordan kreftceller etterhvert klarer å spre seg til underliggende vev og komme 

over i blodbanen, noe som muliggjør metastase- dannelse (“Hva er kreft?” n.d.) 

 

Har man fått spredning til de serøse hulrom, stammer primærtumor ofte fra mamma eller 

eggstokker (Davidson and Berner n.d.). Seeding refererer til den spredning av kreftceller som 

oppstår enten via kroppsvæsker eller langs membraner, og da oftest i kroppshulrom. 

Eggstokkreft kan for eksempel spre seg til bukhinnen (peritoneum), se figur 1.1ii. (VanMeter, 

Hubert, and Askews & Holts Library Services 2018) 

 

Figur 1.1ii: Viser hvordan ovarial kreft spres via seeding over den peritoneale hinnen. 

(VanMeter, Hubert, and Askews & Holts Library Services 2018) 

https://www.zotero.org/google-docs/?3rnZ3q
https://www.zotero.org/google-docs/?gfkeh7


 9 

1.2 Diagnostisering av kreft 

For å diagnostisere kreft brukes en kombinasjon av metoder. Metodene som brukes er en vanlig 

klinisk undersøkelse, bildeundersøkelser som CT/MR/ultralyd/røntgen, kjemiske prøver samt en 

patologisk undersøkelse. Den patologiske undersøkelsen går ut på å ta en biopsi, noe som er en 

bit av kreftsvulsten, for så å preparere denne gjennom fiksering, innstøpning, snitting og farging, 

for så å tilslutt undersøke det histologiske preparatet lysmikroskopisk (Klepp 2018). Histologi er 

læren om den normale oppbyggingen av vev, altså anatomien til vevet sett mikroskopisk 

(“histologi” 2019). Patologen som vurderer det histologiske preparatet kan som regel se om 

svulsten er benign eller malign, og de patologiske undersøkelsene er derfor vesentlig for å kunne 

stille diagnosen kreft. Klinisk cytologi er også viktig, og undersøkelsen som da gjøres er å ta ut 

celler ved hjelp av et nålestikk eller ved å ta ut, dvs. ta ut prøvemateriale fra en kroppsoverflate 

hvor dette avstøtes (eksfolieres) (Klepp 2018). Cytologiske undersøkelser kan i noen tilfeller 

hjelpe til med å klare å stille en diagnose veldig tidlig, og dermed gjøre behandlingen enklere og 

gi gode helbredelsesutsikter.  

 

1.3 Hva er cytologi 

Diagnostisering av sykdom ved hjelp av cytologi kan forstås som en lysmikroskopisk 

undersøkelse av celler som er overført til objektglass, fiksert og farget med relevante 

fargemetoder. Dette kalles heretter et preparat. Preparatet blir undersøkt for å se om det finnes 

maligne eller premalingne celler (Roald 2016). Ved cytologisk vurdering studeres detaljer i 

cellenes kjerne og cytoplasma. God kvalitet på prepareringen er essensielt for optimal 

diagnostikk. Cytologiske preparat vurderes først av spesialutdannede bioingeniører, som merker 

av unormale celler på objektglasset og foreslår en diagnose. Deretter vurderer en patolog 

preparatet og stiller endelig diagnose. Cytologi kan deles inn i to områder, gynekologisk og ikke 

gynekologisk.  

 

Ofte bygges diagnosen på en kombinasjon av funn i både celleprøven til cytologisk undersøkelse 

og den histologiske undersøkelsen av vev fra en biopsi (Roald 2018). Dette er fordi det ofte 

sendes prøver både til cytologi og histologi samtidig. Dette gjelder først og fremst ikke 

gynekologiske prøver. Den cytologiske prøven gir som regel både et noe hurtigere svar og en 

videre indikasjon, noe som hjelper patologen med å raskt også kunne rekvirere immunprøver. 
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Biopsien til histologisk undersøkelse går sin gang samtidig, men det tar mer tid å behandle 

vevsbiter før de kan vurderes mikroskopisk. Innen de histologiske snitt er klare til å se på, så vil 

det kanskje samtidig på grunn av den cytologiske prøvens svar, kunne foreligge 

immunprøvesvar. Det skjer altså en kombinasjon av en rask metode sammen med en noe 

langsommere metode, noe som effektiviserer diagnostiseringen.  

 

1.4 Serøse hinner  

Både i brysthulen (området mellom lungene og brystveggen), i bukhulen (området mellom 

bukorganene og bukveggen), og mellom hjertet og hjerteposen er det doble serøse hinner. 

Mellom hinnene befinner det seg litt vevsvæske, og denne gjør at hinnene glir lett mot hverandre 

(Holck 2018). Alle de tre serøse hinnene er fullstendig lukkede og danner en kontinuerlig 

dobbeltlaget beskyttelse for organene. Unntak er den peritoneale hinnen, som ikke er fullstendig 

lukket, der hvor den mottar de fimbrierte endene av egglederne (Bibbo and Wilbur, 2008). 

 

Under normale forhold er det så lite vevsvæske mellom de to serøse hinnene at de to hinnene er i 

kontakt med hverandre (Bibbo and Wilbur, 2008). Den innerste hinnen, som ligger vendt mot og 

som kler organene kalles det viscerale lag, mens hinnen som kler de eksterne veggene kalles det 

parietale laget. De serøse hinnene som omgir lungene og kler brystveggen kalles pleura, hinnen i 

buken som kler veggen og omgir bukorganene kalles peritoneum og hjerteposen kalles 

pericardium (Holck 2018). Figur 1.4i viser hvordan pleura, pericardium og peritoneum ligger i 

kroppen og hvordan de kler organene som de beskytter og kroppsveggen rundt.   
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Figur 1.4i: Viser de serøse hinnene peritoneum i bukhulen, pleura i brysthulen og pericardium 

som omgir hjertet (“Three Types of Membrane” n.d.) 

 

De serøse hinnene består alle av et enlaget flatt eller kuboid plateepitel kalt mesotel. Mesotelet 

støttes igjen opp av bindevev som inneholder et nettverk av nerver, kapillærer og lymfatiske årer 

(Mecsei 2007). De serøse hinnene er semipermeable, noe som betyr at de tillater en kontinuerlig 

filtrasjon av blodplasma. Det tynne mesotelet tillater altså at vevsvæske kan trenge gjennom til 

overflaten, og dette medfører både at overflatecellene får næring, samt at hinnen holdes fuktig. 

Fuktigheten fungerer lubrikerende og nedsetter friksjon mot organene (Holck 2018). 

Samlebetegnelsen på vevsvæsken i hulrommet mellom de to hinnene (pericardium, peritoneum 

og pleura) er serøse væsker.  

 

Enhver skade på den mesoteliale membranen i de serøse hinnene vil medføre en reaksjon, som 

videre gjør at det blir dannet et flerlaget plateepitel (mesotel) i stedet for det opprinnelige 

enlagede plateepitelet. Cellelagene som dannes som reaksjon på skaden har ofte en kuboid form, 

og samtidig som det enlagede mesotelet ersattes av et flerlaget mesotel, så vil det også skje en 

akkumulering av mer beskyttende væske. Økt væskedannelse mellom det viscerale og det 

parietale laget av hinnen, kalles en effusjon, og vil være en indikasjon på sykdom (Mecsei 2007). 

Figur 1.4ii viser hvordan en effusjon i pleura blir tappet ved aspirasjon.  
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Figur 1.4ii: Tapping av opphopning av pleuravæske fra hinnen som omkranser lungene, bilde 

hentet fra: (“Pinterest (Norge / Norway)” n.d.) 

 

Benigne celler som ofte er å finne i serøse effusjoner er som regel blodceller som erytrocytter, 

leukocytter og histiocytter, samt mesotelceller. Effusjoner klassifiseres i transudat og eksudat. Et 

transudat oppstår som følge av et økt hydrostatisk venøst eller lymfatisk trykk, og kan skyldes 

tilstander som funksjonsforstyrrelser i hjertet, levercirrhose, nyresykdom eller feilernæring. 

Transudat har ofte en klar strågul farge og har en lav proteinkonsentrasjon, et lavt innhold av 

mesoteliale celler og leukocytter. Eksudat oppstår som følge av en irritasjon av den serøse 

hinnen og er assosiert med skade på årene, noe som resulterer i en endring av hinnens 

permeabilitet. Eksudatet vil ofte være en uklar/blakket væske, og med en variasjon av ulike 

farger. En dannelse av dette skyldes ofte enten inflammasjon eller kreft. (Mecsei 2007) 

 

Ved cytologisk vurdering av en serøs væske benyttes ulike preparerings metoder for å øke den 

diagnostiske treffsikkerheten. Ved seksjon for cytologi, avdeling for patologi, St. Olavs Hospital, 

lages det to cytologiske preparat vha. en trakt og cytosentrifugering. Ett preparat lufttørkes og 

farges med en Romanowsky fargemetode og det andre fikseres i etanol og farges med 

Papanicolaous fargemetode. I tillegg lages det en celleblokk av materialet som støpes inn i voks, 

snittes og som videre farges med Hematoksylin og Eosin (HE). Dersom man finner mulige 

kreftceller i noen av disse preparatene ved mikroskopering, så kan man foreslå en diagnose.   
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1.5 Cytologisk undersøkelse av serøse væsker  

Cytologisk undersøkelse av effusjoner gjøres i hovedsak ved mistanke om kreftceller i den 

serøse væsken. Ved funn av kreftceller vil dette som regel bety at pasienten ikke bare har kreft, 

men også at kreften allerede er så fremskredet at den har kommet til metastase- (sprednings-) 

stadiet. Det er sjeldent at funn av kreftceller i serøse væsker skyldes mesoteliom (kreft med 

opprinnelse i mesotelceller) eller sarkom (kreft med opprinnelse i serøs hinne), (Mecsei 2007).   

 

Diagnostisering av maligne celler i effusjoner, gjøres på grunnlag av en kombinasjon av 

bestemte kriterier som må være oppfylt. Viktige kriterier er at disse cellene varierer veldig i 

størrelse og form. De vil også ha en annen N/C ratio (ratio på areal av kjerne i forhold til areal av 

cytoplasma) enn de normale cellene i effusjonen. Både mesotelceller og maligne celler kan vokse 

og fungere selv om de har blitt eksfoliert, da væsken de befinner seg i er et næringsrikt medium. 

Det at mediet cellene befinner seg i er næringsrikt betyr også at de forblir god bevart, og cellene 

viser derfor ofte den samme cellulære anordningen/strukturen som de har hatt i organet de har 

opphav fra. Dette gjelder spesielt for adenokarsinomer som er kreft utgått fra kjertelepitel. Det 

kan iblant være vanskelig å vite lokalisasjonen til primærtumor ved oppdagelse av maligne 

celler. En cytologisk undersøkelse kan gi en indikasjon på for hvor de maligne cellene stammer 

fra, men for å kunne stille en diagnose må det i tillegg suppleres med bruk av 

immuncytokjemiske metoder. (Mecsei 2007)  

 

 

1.6 Romanowsky fargemetode 

Det er mange ulike metoder som hører inn under Romanowsky- fargemetoder, blant annet 

Giemsa, Leishman- Giemsa, Riu, May-Grünwald-Giemsa (MGG), Wright, Wright-Giemsa og 

Diff- Quik. Alle disse nevnte metodene har det til felles at de til et minimum inneholder det sure 

fargestoffet eosin og det basiske fargestoffet azur B, som begge er nødvendig for å oppnå en 

Romanowsky- effekt. Det er bare azur B pluss ulike halogenerte fluoresciner, som f.eks eosin Y, 

som klarer å vise en variasjon av farger i fargespekteret for de ulike cellulære komponentene, 

kalt Romanowsky- polykromi, samt inkludert å gi lilla farge. Andre komponenter av polykrom 

metylenblå mislykkes i å enten gi lillafarge eller i å klare å gi kontrast mellom kjerne og 
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cytoplasma. Metylenblå alene er ikke stand til å gi lilla kjerner, men er derimot i stand til å gi 

himmelblå basofilt cytoplasma.  Det er noe variasjon i hvilken Romanowsky- metode som er 

foretrukket i de ulike deler av verden. I Europa foretrekkes MGG, i Asia foretrekkes Riu eller 

Lieshman- Gimsa, mens det i Nord- Amerika foretrekkes Wright- Giemsa eller Diff- Quick 

(Krafts and Pambuccian 2011). 

 

MGG er en rutine-fargemetode i cytopatologi ved mange norske sykehus, blant annet ved St. 

Olavs Hospital i Trondheim. Metoden benyttes til å farge både imprint (vevsprøve som presses 

forsiktig på overflate av et objektglass slik at det dannes et avtrykk), lufttørket preparat laget ved 

hjelp av cytosentrifugering eller lufttørkede direkteutstryk av enten finnålsaspirasjon, materiale 

fra lymfeknute eller andre sentrifugerte kroppsvæsker. May-Grünwald Giemsa metoden 

innebærer bruk av tre farger, og disse fargene er azur B, eosin Y og metylenblått. I denne 

Romanowsky- metoden farges preparater først med May-Grünwald- fargeløsning, for så å 

etterfølges direkte med Giemsa- fargeløsning. May-Grünwald- fargeløsning inneholder ikke-

oksidert metylenblått og eosin Y, mens Giemsa- fargeløsningen inneholder fargekomponentene 

eosin Y og oksidert metylenblått som kalles azur B.  

 

Både metylenblå i May-Grünwald og azur B i Giemsa danner kationer (positivt ladede 

molekyler) og vil binde seg til negativt ladede cellekomponenter. Eksempler på negativt ladede 

cellekomponenter er blant annet nukleinsyrer, mastcellegranuler, slim og bruskmatrise. Bundet 

metylenblå eller azur B vil gi en blå farge på cellekomponenten. Eosin, i både May-Grünwald- 

og Giemsa- fargeløsningene, er derimot et anion (et negativt ladet molekyl) og binder seg til 

positivt ladede proteiner. Det sure fargestoffet eosin Y farger derfor elementer som er acidofile 

(har en affinitet for de sure elementene), og gir disse en fargevariasjon mellom rød-orange til 

rosa-orange (Piaton et al. 2016). Figur 1.6i viser henholdsvis hvordan kationfargen azur B binder 

seg til negativt ladede komponenter og hvordan anionfargen eosin Y binder seg til positivt ladede 

komponenter av en celle/vev. 
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Figur 1.6i: Farging ved hjelp av syre og base, her forklart som ionebytte. Azur B, som er blå 

fester seg til DNA eller RNA (negativt ladet), og Eosin Y som er rød, fester seg til proteiner som 

er positivt ladet. (Horobin 2011) 

 

Cellekjernene vil derimot i de fleste tilfeller farges lilla på grunn av vekselvirkninger som skjer 

mellom både eosin Y, azur B og DNA, og man får noe som antas å være en kompleksdannelse.  

Komplekset som dannes er et såkalt azur B-eosin- kompleks eller et azur B- eosin- 

biologisksubstrat- kompleks, og dette skjer som en konsekvens av den såkalte Romanowsky- 

effekten. Det er altså en kombinasjon av både eosin Y og azur B som muliggjør dannelsen av 

Romanowsky-effekt, og visuelt ses effekten ved at blant annet kjerner farges lilla. De to 

enkeltstående fargekomponentene azur B og eosin Y klarer ikke å oppnå denne effekten alene 

(Piaton et al. 2016), og det behøves derfor tilstedeværelse av både azur B og eosin i samme 

region av preparatet for å oppnå effekten. Det antas at det dannes et kompleks fordi mange 

bestander av et preparat som f.eks slim, kromatin og granula hos nøytrofile ikke har noe 

signifikant affinitet for eosin i et fravær av azur B (Horobin 2011).  
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Dannelse av kompleks er et hastighetskontrollert trinn, og er helt avhengig av det i første 

omgang skjer en azur B- farging, som så igjen etterhvert transformeres og at det så dannes et 

azur B- eosin- kompleks.  Det er på grunn av dette at det er to standardiserte Romanowsky- 

fargemetoder som har blitt utviklet, hvorav den ene metoden er en metode med bare to farger, 

azur B og eosin Y, mens den andre metoden er en metode med tre farger, som inneholder de to 

nevnte fargene i tillegg til metylenblå. Tilsatsen av metylenblå og dens blåfarge til den 

opprinnelige to-farge metoden ble sett på som en løsning for å kunne kompensere for en grålig 

farge på cytoplasma som kan oppstå på grunn av at azur B blir kontaminert av andre 

oksidasjonsprodukter (Horobin 2011). En to- fargemetode med bare azur B og Eosin Y, en såkalt 

Giemsa farging, uten May- Grünwald kan altså brukes, men det er da viktig at preparatene 

fikseres i 10 minutter i metanol før farging, og at buffer brukt til fortynning av farge-

stockløsninger og skylling etter farging har pH 6,8 (Piaton et al. 2016). 

 

Fargemolekyler av ulik størrelse diffunderer gjennom prøvematerialet med ulik hastighet. Store 

molekyler vil trenge inn i cellen langt tregere, både som følge av selve partikkelstørrelsen, men 

også på grunn av at fargestoffets affinitet. Affiniteten blir større både på grunn av større 

konjugerte systemer, men også på grunn van der Waals tiltrekning mellom farge og vev. Farge 

kan diffundere raskt inn i basofile molekyler, som f.eks. sure glycosaminoglycaner (GAG) som 

finnes i lysosomer, granula, og i nøytrofile lymfocytter, da de blir veldig oppsvulmet i vandige 

medier. Mens RNA i ribosomer i cytoplasma og nukleoler vil farges mye saktere med basisk 

farge. DNA i kromatin vil farges en del raskere, og dette kommer av at det er den helhetlige 

permeabiliteten til nukleoprotein- komplekset som kontrollerer fargestoffets tilgang. Dersom det 

ses på den relative molekylære massen til fargestoffene som en indikasjon på deres størrelse, så 

vil eosin Y være nesten tre ganger så stor som azur B (Horobin 2011). Noe som kan være med på 

å forklare hvorfor azur B forventes å farge mye raskere enn eosin Y, se figur 1.6ii.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?qRMewc
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Figur 1.6ii: Mekanismen for Romanowsky fargemetode, hvor diagrammet viser hvordan de ulike 

komponentene i en celle vil ta til seg de ulike fargemolekylene etter hvilken ladning de har og hvor 

tilgjengelig de er (Horobin 2011) 

 

Affinitet og hastighet for opptak av både azur B og eosin inn i substratet er viktig for å få lilla 

farge, og det er derfor viktig med rett fargetid for å oppnå et godt resultat. Et eksempel på dette 

er kromatin, visse granula i nøytrofile granulocytter og trombocytter, som først farges blå før det 

så etterhvert farges lilla. Når kromatin farges lilla, så vil basofilt cytoplasma fortsatt være blått, 

men hvis fargetiden derimot forlenges lenge nok, så vil også dette bli farget lilla. Ved ekstremt 

forlenget fargetid, så vil mange andre substrater få lillafarge (Horobin 2011). Figur 1.6iii viser 

hvordan endring av pH i de ulike fargeløsningene vil ha innvirkning på hvilken ladning de ulike 

cellulære- komponentene man ønsker å farge får. Ladning på de ulike cellulære komponentene er 

helt nødvendig for at fargemolekyler, som er enten anioner eller kationer, skal kunne binde seg.  
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Figur 1.6iii: Illustrasjonen viser den effekten som endring av pH vil ha på ladningen til 

biopolymerer, dette vil videre påvirke om det er en sur eller basisk fargekomponent som binder 

seg. (Horobin 2011) 

 

Romanowsky- fargemetode gir både en god visualisering og differensiering mellom de 

cytoplasmatiske- komponentene, cellebakgrunn, mucus og den intracellulære matrix. 

Intracellulære bestanddeler vil farges ulikt alt etter hvilken affinitet de har til de ulike 

fargekomponentene, se bilde 1.6iV. (Piaton et al. 2016, 365).  
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Figur 1.6iv: Viser hvilke anionfarge de ulike cellekomponentene tar til seg (Krafts and 

Pambuccian 2011) 

 

For å få et mer nyansert bilde farges preparater av serøse væsker både med May- Grünwald- 

Giemsa (MGG) og Papanicolaous på seksjon for cytologi ved St. Olavs Hospital. De to 

fargemetodene visualiserer ulike detaljer på preparatene noe forskjellig. Papanicolaous 

fargemetode gir både bedre kjernedetaljer, men også et bedre fargeresultat dersom preparatet er 

tykt, og har flere cellelag oppå hverandre fordi det ikke er oppnådd det ønskelige enkle 

monolaget under preparering. MGG eller andre Romanowsky- fargemetoder vil derimot gi en 

bedre detaljoversikt over cytoplasma og dets indre komponenter, samt at luftfikseringen av 

preparatet før farging vil medføre en viss forstørrelseseffekt av både cellekjernen og dens 

cytoplasma (Piaton et al. 2016). 

 

1.6.1 Fargekvalitet 

Det er ulike faktorer som er med på å styre hvordan Romanowsky-fargekvaliteten blir. Faktorer 

som har innvirkning er f.eks. pH på bufferløsning, fikseringen av utstryk/preparat, den kjemiske 

sammensetningen av fargeløsningen og selve fargetiden. Et av kjennetegnene for en god MGG- 

farging vil være at erytrocytter som er acidofile på grunn av hemoglobininnholdet vil farges rosa-

oransje, nøytrofile granulocytter og nukleært kromatin farges lilla, samt at de eosinofile 

granulocyttene farges rød-oransje. Den viktigste faktoren for å oppnå disse kjennetegnene er 

korrekte pH-forhold i både farge- og skylle- karene. Dersom erytrocytter farges grønne eller blå 
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kan dette skyldes for høy pH i fortynnings- og skylle-løsningene. Hvis det oppstår en for sterk 

blåfarge kan dette skyldes en for høy pH i bufferløsningen, for lang tid i fargekar eller at man har 

hatt en utilstrekkelig skylling. Dersom det derimot oppstår en for sterk rosa farge kan dette 

skyldes for lav pH i bufferløsningen, for kort fargetid eller at man har hatt for lang skylling 

mellom karene (Piaton et al. 2016). 

 

Ved tillaging av fargeløsninger blir det anbefalt å bruke en bufferløsning med pH 6,8, men pH 

kan også ligge mellom 6,5-7,0. Hva som er den korrekte pH bestemmes av blant annet hvilken 

produsent man har valgt å kjøpe fargeløsning fra. Årsaken til dette er at det ikke eksisterer en 

standardisert oppskrift på den kjemiske sammensetningen av fargene. Produsentene velger selv 

hva de vil fokusere på å få frem med deres valg av kjemisk sammensetning på løsningene, og 

valg av hvilken produsent som gjøres innkjøp fra har derfor stor innvirkning på hvilket 

fargeresultat som oppnås (Piaton et al. 2016). 

 

Det kan være vanskelig å standardisere selve fargeløsningene, da fargeløsningene også kan 

variere fra batch til batch. Grunnen til variasjonen kan ligge i ting som at f.eks stock- løsningen 

er ustabil ved at den er sensitiv for både lys og luft, og at den har blitt eksponert nettopp for 

dette, noe som har ført til en progressiv oksidasjon av metylenblå- fargeløsningen. En indre 

kontaminering kan også være med på å spille inn på selve variasjonen i fargeløsningene. Stock-

fargeløsningene bør derfor holdes mest mulig beskyttet for luft og fuktighet, da dette kan 

oksidere og ødelegge fargeløsningene (Piaton et al. 2016). 

 

  1.6.2 Presipitatdannelse 

Når en sur (anion) og en basisk (kation) fargeløsning blandes til én felles fargeløsning, kaller 

man det en polykrom fargeløsning. En slik blanding gir mulighet for at det kan dannes et uløselig 

salt. I en polykrom metylenblå- løsning, så vil alle de tilstedeværende kation- fargestoffene i en 

vandig løsning ved tilsats av eosin (anion) presipiterere. Det dannede presipitatet inneholder 

basisk fargestoff og surt fargestoff i en omtrent molar ratio på 2:1, noe som korresponderer til et 

nøytralt salt. Organiske løsemidler som er blandbart med vann, som for eksempel 

dimethylsulfoxid, glycerol eller metanol, reduserer de hydrofobiske effektene mellom de 
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hydrofobiske artene i vandige løsninger slik som Romanowsky fargeløsninger, og reduserer 

dermed presipitat- dannelse.  

 

Etter tillaging av en vesentlig mer vandig bruksløsning for farging er gjort, så starter 

presipitering av materiale tilnærmet azur- eosinater. Mengde presipitat kan minskes ved å ta 

hensyn til faktorer som tid før fargeløsningen tas i bruk, samt opprettholdelse av både en lav 

temperatur og en lav fargekonsentrasjon. I tillegg er både en tilstedeværelse av et overskudd av 

sur eller basisk farge, og en større proporsjon av organisk løsemiddel som dimethylsulfoxid og 

glycerol, effektive inhibitorer for dannelse av presipitat (Horobin 2011). Det anbefales at 

fargeløsningene filtreres og erstattes etter én dags bruk, og at stock-bufferløsningen oppbevares i 

kjøleskap ved 4°C (Piaton et al. 2016). Figur 1.6.2i viser hvordan en ubrukt konsentrert Giemsa 

fargeløsning er blitt filtrert, og at det der ikke er dannet noe presipitat, mens figur 1.6.2ii derimot 

viser hvordan det har blitt dannet presipitat i en bruksløsning av Giemsa etter en dags bruk.  

 

i.    ii.  

Figur 1.6.2i: Viser filterpapiret etter at ubrukt konsentrert giemsafarge blitt filtrert gjennom det. 

Her har det ikke blitt dannet noe presipitat, kun et rent fargeuttrykk i filterpapiret.   

 

Figur 1.6.2ii: Etter en dags farging viser filtrering av giemsafargekar tydelig dannelse av 

presipitat. 
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1.6.3 Preparering av prøvemateriale før farging 

Det finnes to ulike måter å preparere serøse væsker på, det kan enten foretas en 

cytosentrifugering med bruk av Megafunnel, eller så kan det lages et direkteutstryk.  

 

Megafunnel er en teknikk som går ut på at cellene fordeles likt og flates ut på objektglasset ved 

hjelp av sentrifugalkraften (Gill 2013, 75). Før Megafunnel- sentrifugeringen så blandes det 

mottatte materialet godt, for så at et ønsket volum på mellom 0,5 til 1,0 mL tas ut. Dette volumet 

overføres så til prøvekammeret på Megafunnelen. Bestemmelse av prøvemengde for denne type 

preparering kan noen ganger være litt vanskelig, da det ikke bør tilsettes et større prøvevolum 

enn det som passer prøvekammeret. Faktorer som både hvor konsentrert, tyktflytende eller 

blodtilblandet prøvematerialet er, har også stor innvirkning på hvor bra kvaliteten blir, og i hvor 

stor grad det klarer oppnås målet om et monolag på preparatet. Dersom materialet er for 

tykt/viskøst kan et av midlene være å fortynne materialet med fysiologisk saltvann. Hvis det 

skulle bli et for tykt lag med materiale på preparatet, så kan det være vanskelig å beholde 

cellematerialet på objektglasset, og materialet har da en tendens til å løsne av i store flak. I 

tillegg så vil dette vanskeliggjøre en jevn farging, siden fargemolekylene ikke vil klare å komme 

til like lett på de delene hvor det er flere cellelag. Som konsekvens av en for tykk preparering vil 

differensiering mellom cellene senkes. Figur 1.6.3i viser hvordan en Megafunnel- trakt ser ut, 

hvordan objektglass settes på denne trakten og lukkes igjen, samt hvordan trakten med 

objektglass er plassert i prøvekarusellen til sentrifugen.  

   

Figur 1.6.3i: Det første bildet fra venstre, viser Megafunnel med et innsatt objektglass før det 

monteres sammen, bilde 2 viser Megafunnel montert sammen, og det siste bildet viser montert 

Megafunnel plassert i sentrifuge, klar til å få overført pasientmateriale. 
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Den andre metoden som kan benyttes for preparering av prøvemateriale er den manuelle 

direkteutstryks metoden, hvor det lages et utstryk på objektglass. Her må materialet sentrifugeres 

først, for så å helle av supernatanten, og deretter ta en eller to dråper av det konsentrerte 

prøvematerialet over på et objektglass, for så å manuelt ved hjelp av et annet objektglass lage et 

jevnt utstryk. Det er ved tillaging av utstryk manuelt viktig at det oppnås et tynt lag, et såkalt 

monolag, slik at den etterfulgte luftfikseringen skal kunne skje raskt nok.  

 

Etter luft-fiksering behandles cellepreparatet fra Megafunnel eller manuelt utstryk i metanol. For 

å klare å oppnå et optimalt resultat bør fargingen skje med en gang etter at cellepreparatet har 

blitt lufttørket. Dette gjelder uansett hvilken metode man har valgt å benytte seg av for 

preparering (Piaton et al. 2016). 

 

1.7 Problemstilling - Bakgrunn og hensikt med oppgaven 

Hensikten med denne oppgaven er å optimalisere forbehandling av pasientmateriale og 

Romanowsky-farging av preparat fra serøse væsker for å forsøke å oppnå en kvalitet som 

tilfredsstiller en score på minst 4 (god) i UK-NEQAS Staining Criteria Handbook –Non Gynae 

Diagnostic Cytology. 

Dette skal gjøres ved utprøving av ulike Romanowsky fargemetoder på preparat fra serøse 

væsker. Preparatene som farges lages av rester av prøvemateriale fra pasienter, som har fått sin 

cytologiske diagnose. Resultatet av utprøvingen vil ikke endre fastsatt diagnose, og har således 

ingen betydning for behandling av pasientene, men gjøres for å optimalisere May- Grünwald- 

Giemsa- fargeprotokoll og forbehandling av preparat før farging med denne. 

Problemstillingen er todelt: 

1.  Utprøving av ulike Romanowsky fargemetoder på preparat fra serøse væsker. 

2. Optimalisere May- Grünwald- Giemsa fargeprotokoll og forbehandling av preparat 
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Materiale og metode 

2.0 Registrering av materiale 

Prøvematerialet som ble brukt i dette prosjektet var overskuddsmateriale fra åtte ulike 

pasientprøver sendt til seksjon for cytologi, avdeling for patologi ved St. Olavs Hospital. Alle 

disse pasientprøvene var serøs væske fra pleura. For å sikre at sensitive opplysninger ble 

anonymisert så ble disse prøvene registrert i Sympathy, som prøver til forskningsprosjekter og 

metodeutprøving/validering ved avdeling for medisinsk genetikk og avdeling for patologi, etter 

prosedyre med dokument- ID 36048.  

  

2.1 Preparering 

Ved preparering av serøse væsker ble det benyttet to ulike prepareringsmetoder parallelt for hver 

pasientprøve. Det ble laget både et manuelt direkteutstryk og et preparat ved hjelp av Shandon 

EZ Megafunnel. I figur 2.1i vises både et farget direkteutstryk og et farget preparat laget med 

Megafunnel som begge er tillaget fra det samme pasientmaterialet. Hver fargeprotokoll som det 

ble farget med i dette prosjektet fikk altså prøvemateriale preparert med begge disse metodene. 

Tilsammen ble det testet ut tre nye protokoller som ble sammenlignet med nåværende May- 

Grünwald- Giemsa- protokollen som avdelingen bruker. I tillegg så ble hurtigfargen Color Rapid 

som også er i bruk på avdelingen når farging må skje raskt kvalitetsvurdert ut i fra de samme 

kriteriene som de andre fargeprotokollene.  

 

 

Figur 2.1i Viser direkteutstryket som er det som ligger til venstre på bildet, 

og preparatet laget med Megafunnel til høyre på bildet. Disse to ble laget 

for hver protokoll. Tilsammen ble det testet ut fire nye protokoller som ble 

sammenlignet med den nåværende protokollen som avdelingen bruker. De 

fem protokollene som det ble farget med var: 

 

● Nåværende protokoll for May- Grünwald- Giemsa 

● Protokoll for hurtigfarging Color Rapid 

● Protokoll for ny May- Grünwald- Giemsa 

● Protokoll Giemsa 15 minutter 

● Protokoll Giemsa 20 minutter 
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Ved tillaging av direkteutstryk ble det tatt ut omlag 10 mL med godt blandet prøvemateriale, som 

ble overført til et merket spissbunnet sentrifugeglass. Det spissbunnede sentrifugeglasset med 

prøve ble deretter sentrifugert ved 3000 RPM i 10 minutter. Supernatanten ble helt av, og én 

dråpe med konsentrert prøvemateriale ble overført til omtrent midten på et superfrostglass 

(objektglass). Superfrostglasset var allerede på forhånd merket med prøve-ID og dato. Et annet 

merket superfrostglass ble deretter lagt over, før så glassene så ble trukket fra hverandre, slik at 

prøvematerialet ble overført og fordelt jevnt utover begge glassene. Figur 2.1ii illustrerer 

hvordan dette ble gjort. Glassene fikk så tørke i minimum 10 minutter før de ble farget med en 

av de ulike fargeprotokollene. 

 

 

Figur 2.1ii: Illustrerer hvordan man lager direkteutstryk ved å overføre én dråpe konsentrert 

prøvemateriale til et merket superfrostglass. Et annet merket superfrostglass ble deretter lagt 

over, før glassene så ble trukket fra hverandre, slik at prøvematerialet ble overført og fordelt 

jevnt utover begge glassene. Bilde tatt fra (Koss, Melamed, and Koss 2006). 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?EmKKgS
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Prøvematerialet som ble preparert ved hjelp av Shandon EZ Megafunnel ble direkte overført til 

trakten på Megafunnelen, uten noen forbehandling annet enn at prøveglasset ble vendt godt, for å 

sikre at også innhold som har sunket til bunnen kom med. Det ble gjort en visuell vurdering av 

konsistensen av hver prøve før den ble direkte overført til Megafunneltrakten. Hvis det så ut som 

at materialet var for tykt og viskøs, ble det fortynnet med fysiologisk saltvann. Fortynningen ble 

gjort for å forhindre at det oppstod en dårlig spredning over til objektglasset av 

sentrifugalkreftene. Mengde prøvemateriale som ble overført med plastpipette var på omtrent 1,0 

mL. Før overføring til Megafunnel ble gjort, var allerede ID- merkede objektglass klipset fast på 

Megafunnel- takten og plassert klar i den løse karusellen til sentrifugen. Når pasientmaterialet 

var overført til trakten så ble denne korket igjen. Når karusellen var fylt med Megafunnel- trakter 

som inneholdt de prøvene som skulle prepareres, så ble karusellen plassert i sentrifugen og 

sentrifugert ved 1200 RPM i 5 minutter.  

 

I dette prosjektet ble alle pasientprøvene forsøkt preparert mest mulig samtidig for å kunne se på 

hvordan degenerering i utstryk/preparater som følge av lengre lufttørking virker inn på både 

cellenes evne til å ta til seg farge, men også hvor mye dette har å si for kvaliteten som oppnås. På 

grunn av at det var mottatt lite pasientmateriale, ble det preparert materiale i to omganger i stedet 

for én, slik at det ble to store batcher med utstryk/preparater til farging. Oppbevaring av ferdige 

direkteutstryk og preparat før farging, ble gjort i et mørkt skap hvor det var jevne 

temperaturforhold.  

 

2.2 Farging 

Det ble testet ut fire ulike nye fargeprotokoller samt hurtigfarge, som alle ble sammenlignet opp 

mot hverandre, men også opp mot det resultat som oppnås ved bruk av dagens fargeprotokoll for 

May- Grünwald- Giemsa ved seksjonen. Alle de ulike fargeprotokollene fikk henholdsvis både et 

megafunnelpreparat og ett direkteutstryk fra samme pasientmateriale. Farging skulle skje i løpet 

av fem påfølgende dager, fra mandag til fredag. Dette ble gjort for både å kunne få med mest 

mulig av fargeendringene som skjedde ved farging med avdelingens protokoll, men også for å  

sammenligne dennes fargekvalitet opp mot både hurtigfarging og de fire nye protokollene, 

henholdsvis Giemsa 15 minutter, Giemsa 20 minutter, Giemsa- farging med forandret pH og en 

ny May- Grünwald- Giemsa fargeprotokoll. 
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2.2.1 Forprøving 

Det ble sendt ut forespørsel til andre sykehus om å få tilsendt deres preparerings- og farge- 

prosedyrer for serøse væsker. De mottatte prosedyrene (se vedlegg 1 til 6) ble deretter sett på, og 

det ble utført testfarging av både noen av disse protokollene som virket interessante men også av 

idéer hentet fra artikler om Romanowsky- fargeteori. Testfargingen ble gjort manuelt og i ståkar. 

Forprøvingen ble gjort for å kunne vurdere om trinn i protokollene var av interesse, og om det 

var noen ideer å hente til utarbeiding av en ny og forbedret May- Grünwald- Giemsa- 

fargeprotokoll. De trinnene som virket nyttige ble satt sammen til fargeprotokoller for videre 

uttesting, og det var disse som ble programmert inn for automatisert farging på fargemaskinen 

Gemeni AS. Oversikt over dagens fargeprotokoll ved seksjon for cytologi, samt de ulike 

protokollene som ble satt sammen og undersøkt i dette prosjektet er satt opp i tabellene under. 

 

 

Protokoll 1: Seksjonens nåværende MGG fargeprotokoll (CYT): 

Det ble laget nye farger for May- Grünwald- Giemsa to ganger i uken. Farger ble tillaget fredag 

ettermiddag slik at de var klare til bruk mandag morgen. Tirsdag ettermiddag ble det laget nye 

farger som var klar til bruk onsdag morgen, og som så ble brukt de to påfølgende dagene torsdag 

og fredag. Fargeløsningene ble filtrert på ettermiddagen både onsdag og torsdag før neste dags 

bruk. Avdelingens fargeprotokoll som har gjenbruk av May- Grünwald- og Giemsa- 

fargeløsninger er vist i tabell 1. 

 

Tabell 1: Viser dagens fargeprotokoll for May- Grünwald- Giemsa (CYT), med både rekkefølge 

på fargeløsningene og tid preparatene står i de ulike karene. 

Løsning Tid 

1. Metanol 15 minutter 

2. May Grünwald 5 minutter 

3. Rennende vann 1 minutt og 45 sekunder 

4. Giemsa 15 minutter 

5. Buffer bruksløsning 20 sekunder 

6. Buffer bruksløsning 2 minutter 
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Protokoll 2: Hurtigfargemetoden Color Rapid (HF) 

Fargene som er i bruk til hurtigfarging av preparater på seksjonen for diagnostikk, skiftes etter 4-

5 dagers bruk, eller etter behov hvis de ser synlig forurenset ut. Ved utprøving av fargeprotokoll i 

dette prosjektet så ble det hovedsakelig benyttet nye eller ganske nye farger. Rekkefølgen på kar 

med løsninger/farge og tid preparatene fikk stå i disse er vist i tabell 2.  

 

Tabell 2: Viser hurtigfargemetoden Color Rapids (HF) rekkefølge på kar med løsninger og tiden 

preparatene står i disse.  

Løsning Tid  

1. Metanol 10 sekunder 

2. Rødt fargebad  10 sekunder 

3. Blått fargebad 20 sekunder 

4. Skylling i rennende vann Til vannet er klart 

 

 

Felles for de påfølgende protokollene 3, 4 og 5 var at det ble utelatt rennende vann mellom 

fargekarene, og at fargene som ble benyttet til disse ble laget nye hver dag rett før fargingen ble 

gjennomført. Metanolfikseringstiden før fargingen ble også redusert fra 15 til 10 minutter.  

 

 

Protokoll 3: Ny May- Grünwald- Giemsa (MGG) uten rennende springvann 

Det ble satt inn et ekstra Giemsa- kar i protokollen for å hindre kontaminering fra de andre 

karene, og for å holde giemsakaret mest mulig rent og ufortynnet av fargeløsning fra May- 

Grünwald. Karet med springvann ble fjernet fordi springvann kan ha varierende pH og dermed 

ha innvirkning på ladning av cellekomponenter som det ønskes farget (se avsnitt 1.6).  Det ble 

heller ikke funnet noe litteratur som begrunner bruken av dette. Ingen av de andre sykehusene 

som hadde tilsendt sine protokoller for MGG farging (se vedlegg 1 til 4) hadde skylling med 

springvann som et trinn mellom May- Grünwald- fargekaret og Giemsa- fargekaret. Tabell 3 

viser sammensetningen av trinn med de ulike løsningene for den nye May- Grünwald- Giemsa- 

fargeprotokollen, samt tid preparatene stod i de ulike karene.  
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Tabell 3: Viser sammensetningen av den nye fargeprotokollen for May- Grünwald- Giemsa (ny 

MGG) med både rekkefølge på fargetrinnene og tid preparatene stod i de ulike løsningene 

Løsning Tid  

1. Metanol 10 minutter 

2. May Grünwald 5 minutter 

3. Giemsa 5 minutter 

4. Giemsa 10 minutter 

5. Buffer 20 sekunder 

6. Buffer 2 minutter 40 sekunder 

 

Protokoll 4: Giemsa 15 minutter (G15) 

I fargeprotokollen mottatt fra sykehuset i Skien (se vedlegg 2) stod det at det der bare ble farget 

med Giemsa- farge på grunnlag av en anbefaling gjort av den nederlandske patologen Derk 

Berends. Patologen Berends mener at bare Giemsa- farging gir like godt resultat som May- 

Grünwald- Giemsa. Fargeprotokollen mottatt fra Skien, sammen med at Giemsa alene er nevnt 

som et alternativ til MGG i litteratur (se avsnitt 1.6), gjorde at denne fargemetoden ble ønsket å 

teste ut. I litteratur sto det at preparater skal fikseres i 10 minutter i metanol, noe som derfor ble 

gjort, samt at fargeløsninger og skyllekar skulle inneholde/tillages med buffer med pH 6,8. Det 

ble pH derfor målt hver dag i bruksløsning av buffer ved tillaging av Giemsa-farge for å sjekke 

om den var korrekt. Tabell 4 viser rekkefølgen på løsninger og tid preparatene var i hvert kar for 

denne Giemsa-fargingen.   

 

Tabell 4: Viser tid preparat var i de ulike karene ved Giemsa 15 minutter (G15) 

Løsning Tid 

1. Metanol 10 minutter 

3. Giemsa 5 minutter 

4. Giemsa 10 minutter 

5. Buffer 20 sekunder 

6. Buffer 2 minutter 40 sekunder 
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Protokoll 5: Giemsa 20 minutter (G20) 

I fravær av May Grünwald, som det ble antatt at er med å gi en god kontrast, så ble det ønsket å 

se om det var behov for å kompensere for fraværet av denne med å øke Giemsa- fargetiden til 20 

minutter. Tabell 5 viser hvordan rekkefølgen på trinnene var og hvor lenge preparatene stod i de 

ulike karene med løsninger for denne fargeprotokollen.  

 

Tabell 5: Viser rekkefølgen på løsninger og tiden preparatene var i de ulike karene i for Giemsa 

20 minutter (G20) 

Løsning Tid 

1. Metanol 10 minutter 

3. Giemsa 5 minutter 

4. Giemsa 15 minutter 

5. Buffer 20 sekunder 

6. Buffer 2 minutter 40 sekunder 

 

2.2.2 Fargemaskin 

Fargemaskinen Gemeni AS ble programmert med de ulike fargeprotokollene slik at farging med 

disse kunne foregå samtidig, og slik at preparatene fikk nøyaktig den samme og korrekte 

fargetiden som de skulle ha i de ulike protokollene. Utstryk og preparat som ble farget med 

avdelingens protokoll, ble farget samtidig med avdelingens ordinære rutinefarging av preparater 

til diagnostisering. 

 

2.2.3 Tillaging av farger og buffer 

Buffer: Sørensens Fosfatbuffer. Leverandør: Norsk Medisinaldepot. Oppgitt pH 6,8. 

Blandingsforhold: 5% konsentrert buffer blandes med 95% sterilt vann. 

 

May Grünwald. Leverandør: VWR international, produktnr.: 1.01424.2500 

Blandingsforhold: 50% fargeløsning blandes med 50% buffer bruksløsning. 

 

Giemsa. Leverandør: VWR international, produktnr.: 1.009204.2500 

Blandingsforhold: 10% fargeløsning blandes med 90% buffer bruksløsning. 
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2.2.4 Øvrige farger og løsninger 

Metanol. Leverandør: VWR international, produktnr.: 1.0609.2500. 

Color Rapid. Produsent Lucerna chem. Inneholder tre beholdere: 

Color Rapid Fixerløsning (100 % metanol)  

Color Rapid A (rød fargeløsning), oppgitt pH 6,8 (vedlegg 5) 

Color Rapid B (blå fargeløsning), oppgitt pH 6,8 (vedlegg 6) 

 

2.2.5 Måling av pH 

Det ble målt pH i både springvann, buffer- bruksløsning og i fargekar til den nåværende brukte 

MGG-fargeprotokollen hver dag. Dette ble gjort for å se om spesielt pH i fargeløsninger som er i 

bruk over flere dager endrer seg, og om dette dermed også kanskje kunne være med å forklare 

eventuelt forskjellig oppnådd fargeresultat fra dag til dag. For den nye MGG- fargeprotokollen, 

hurtigfargen og Giemsa- fargeprotokollene så ble det også målt pH i løsninger, men ikke hver 

dag. I MGG og Giemsa ble det målt pH to av dagene, mens pH til hurtigfargen ble målt på en av 

dagene. Avlesninger med avdelingens pH- meter ble også sjekket opp mot avlesninger gjort på et 

pH- meter fra bioingeniørutdanningen for å sjekke om verdiene avlest på avdelingen samsvarte 

med resultatet fra dette.    

 

2.2.6 Endring av pH i fargebad og buffer 

Det ble testet ut hvilken innvirkning bruk av en buffer med nøyaktig pH 6,8, har på 

fargeresultatet, dersom både May- Grünwald- fargeløsning, Giemsa- fargeløsning og de 

påfølgende buffekarene etter farging blir laget med denne. Dette ble gjort fordi litteratur (se 

avsnitt 1.6.1) anbefaler bruk av bufferløsning med pH 6.8. Tillagingen av buffer ble gjort ved å 

tilsette to dråper 37 % konsentrert saltsyre (HCl) til én liter med ferdig tillaget bufferløsning som 

hadde en pH på 7,04-7,06 før tilsats. Bufferløsningen fikk etter tilsettingen av HCl en målt pH på 

6,78.  
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2.3 Vurdering 

Fargekvaliteten skulle utføres og vurderes i samarbeid mellom bachelorstudentene og de faglige 

veilederne Maj Liv Eide, som er seksjonsleder, og cytodiagnostiker Camilla Skånøy Buan. 

Kriterier som ble brukt til fargebedømmingen var hentet fra Staining Criteria Handbook 

(“NEQMANMA003- Special Stain Criteria Handbook Non Gynae Edition 3 Jan 2015.Pdf,” 

n.d.). I denne håndboken blir fargekvaliteten blant annet gradert etter hvor godt kjernen og 

tilhørende cytoplasmatiske komponenter blir farget, og hvor godt man klarte å skille disse fra 

hverandre, samt fargeintensitet og kjernedetaljer. I tillegg til denne håndboken, så ble kvaliteten 

på Romanowsky- fargingen også bedømt ut i fra om den oppfyller krav for god farging, som står 

beskrevet i artikkelen Guidelines for May-Grünwald-Giemsa staining in haematology and non-

gynaecological cytopathology (Piaton et al. 2016). I denne artikkelen bedømmes kvalitet på 

fargeresultat ut i fra om farge på erytrocytter og leukocytter har klart å bli korrekt som følge av at 

det var rette pH- forhold under fargeprosessen, se tabell 2.3.i. Det er også viktig for avdelingen at 

det oppnådde fargeresultatet skulle kunne klare å differensiere best mulig celler i 3D- grupper, så 

dette ble også tatt med i bedømmingen. Tabell 2.3.ii viser oppsummert og oversatt til norsk hva 

slags kriterier fargeresultatet av preparatet eller utstryket må oppfylle ut i fra Staining Criteria 

Handbook for at det skulle kunne tildeles de ulike poengscorene.  

 

Tabell 2.3i: Viser hvordan bedømming av fargekvalitet ble gjort ut i fra artikkelen “Guidelines 

for May-Grünwald-Giemsa staining in haematology and non-gynaecological cytopathology” 

  Erytrocytter Leukocytter Leukocytt- cytoplasma 

Farge 

  

Orangerosa - rett pH 

 

Sterk rosa - for lav pH 

Grønn/blå - for høy pH 

Neutrofil: 

Lilla granula 

 

Eosinofil: 

Rød-orange granula 

Bør være nesten 

transparent med klart 

definerte granula 

 

  

https://www.zotero.org/google-docs/?7tJoRI
https://www.zotero.org/google-docs/?7tJoRI
https://www.zotero.org/google-docs/?3jjdV3
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Tabell 2.3ii: Viser oppsummert og oversatt til norsk hva som er forventet i Staining Criteria 

Handbook av fargeresultatene for å oppnå de ulike poengscorene (på mellom 5 til 2)  for 

fargekvalitet. 
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3 Resultater 

Det var vanskelig å få til å ta gode nok bilder av fargede utstryk eller preparat sett i mikroskop, 

slik at en klarer å få med detaljer som ses tydelig i okular, til å også vises på bildet. Det ble 

forsøkt å ta bilde både med mikroskopkamera, bilde via digital patologi og med ulike 

mobilkamera gjennom okular på mikroskopet. Det var fotografering gjennom okular med 

mobilkamera som var den metoden som klarte å gjengi mest detaljer, både når det gjelder å 

gjengi nærmest lik reell farge på celler slik som de ses i mikroskopet, men også når det gjelder 

kromatindetaljer i cellekjernene. Bildene som sees på utskrift vil nok vise enda mindre detaljer 

en de digitale bildene. Bildene vist i figurene til oppgaven klarer derfor ikke å synliggjøre 

fullstendig det samme detaljnivået som ses i mikroskop. Farger og detaljer som beskrives i 

figurtekst ved bedømming av fargekvalitet, vil derfor ikke alltid vises like godt på bildene 

 

 

3.1 Preparering 

Pasientprøvene som ble brukt i denne oppgaven, er alle serøse væsker fra pleura. Det var lite 

materiale sendt inn til avdelingen i den perioden hvor preparering og fargingen skulle 

gjennomføres, men det ble i alt lagd preparater og manuelle utstryk fra åtte ulike pasientprøver. 

Alle disse prøvene ble anonymisert og gitt et unikt forskningsnummer, fra SFA1 til og med 

SFA8. SFA1 ble kun brukt til forprøving av fargeteori, og til å teste ut andre sykehus sine 

fargeprotokoller. Prøvetakningsdato, mottaksdato på avdelingen, prepareringsdato og utseende 

på prøven, samt hvilken fargeprotokoll som ble testet med materiale fra prøven er listet opp i 

tabell 3.1i. Forkortelse for de ulike fargeprotokollene som det ble farget med er henholdsvis 

CYT, MGG, HF, G15 og G20. Hvorav CYT betyr at materialet er farget med avdelingens 

nåværende May- Grünwald- Giemsa- fargeprotokoll, MGG betyr at materiale er farget med ny 

May- Grünwald -Giemsa- fargeprotokoll, HF betyr at materiale er farget med hurtigfargen Color 

Rapid, mens Giemsa betyr at materialet er farget med Giemsa- fargeløsning i enten 15 minutter 

derav G15 eller i 20 minutter derav G20. 
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Tabell 3.1i: Viser prøvenummer, prøvetakingsdato, mottaksdato, prepareringsdato, utseende på 

prøven samt fargeprotokoller som har blitt testet ut med materiale fra dette prøvenummeret. 

ID Prøve- 

nummer 

Prøvetaking- 

dato 

Mottaks- 

dato 

Dato for 

preparering 

Utseende 

prøve 

Gjennomførte Farge- protokoller 

SFA2-19 03.04.19 04.04.19 08.04.19 Svakt 

uklar, gul 

CYT, MGG, HF, G15, G20 + MGG 

og G15 med endret pH 6,78 

SFA3-19 22.03.19 25.03.19 04.04.19 Klar, gul 

oransje 

CYT, MGG, HF, G15, G20 

SFA4-19   04.04.19 Brunrød, 

veldig 

blodig 

Viste seg til å være uegnet for 

bedømming av fargekvalitet i dette 

prosjektet 

SFA5-19 05.04.19 08.04.19 08.04.19 Svakt 

uklar, gul 

CYT, MGG, HF, G15, G20 + MGG 

og G15 med endret pH6,78 

SFA6-19 30.03.19 31.03.19 08.04.19 oransje CYT, MGG, HF, G15, G20 

SFA7-19 02.04.19 03.04.19 08.04.19 Rød- 

oransje 

CYT, MGG, HF, G15, G20 + MGG 

og G15 med endret pH 6,78 

SFA8-19 10.04.19 11.04.19 11.04.19 Gul MGG med endret pH 6,78 

 

Det ble lagd både et manuelt utstryk og et megafunnelpreparat fra de ulike pasientprøvene for 

hver fargeprotokoll som skulle testes ut. Noen av pasientprøvene virket viskøse, henholdsvis 

prøve SFA6-19 og prøve SFA7-19, og disse ble derfor fortynnet med fysiologisk saltvann før 

preparering. Fortynningen ble bare gjort på den delen av prøvematerialet som ble preparert med 

Megafunnel, mens den delen av materialet som det ble laget manuelt utstryk av ble preparert 

ufortynnet.  
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Ved vurdering av fargekvalitet så ble det valgt å se kun på preparat laget med Megafunnel, 

siden de fleste av direkteutstrykene viste et for lavt celleinnhold. Pasientprøve SFA6 var en 

veldig cellerik prøve og til vurdering av denne prøven, så var direkteutstryket faktisk noe 

bedre, siden det ikke ble med like mange degenererte celler som det man fikk med i 

Megafunnel- preparatet. Men siden det gikk an å vurdere Megafunnel- preparatet så ble dette 

gjort, slik at alle preparater som ble vurdert, ble vurdert ut ifra at de hadde en lik 

prepareringsmetode.  

 

I øverste del av alle Megafunnel- preparatene så ble det fått til et monolag med celler, noe som 

er det mest gunstige for Romanowsky- farging, mens det i den nederste delen på en del av 

preparatene hadde samlet seg et overskudd med materiale. Overskuddsmaterialet i den nedre 

delen gjorde at det oppstod en bakgrunnsfarge, som medførte at cellebildet fikk et mer blålig 

preg i forhold til den øverste delen på preparatet, se figur 3.1. Ved vurdering av fargekvalitet 

ble det derfor kun sett på den øverste delen av Megafunnel- preparatet, der hvor fargingen var 

blitt mer riktig på grunn av at tykkelsen på prøvematerialet påført objektglasset hadde blitt 

mest korrekt.  

 

 

 

 

 

 

 

Figur 3.1: Viser et Megafunnel- preparat, hvor det er oppnådd et 

monolag i den øverste delen av preparatet. I den nedre delen av 

preparatet, hvor det ses en sterkere blåfarge, har det blitt påført et 

overskudd med materiale, noe som har bidratt til at det har skjedd 

en bakgrunnsfarging. 
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3.1.1 Måling av pH  

Det ble målt pH i de ulike løsningene som er i bruk i de ulike fargeprotokollene, se tabell 3.1ii. 

Avlesningen av pH i de fargekarene som ble brukt over flere dager i det som er seksjonens 

nåværende fargeprotokoll ble særlig fulgt opp. Her ble det observert en endring av pH i 

fargekarene ved at pH ble noe lavere etter hvert som fargene ble brukt over flere dager. Det ble 

også sett at det springvannet som brukes til å skylle med mellom fargekaret med May- Grünwald 

og fargekaret med Giemsa, har en ganske høy pH på hele 8,0, noe som også innvirker på 

fargekvaliteten. 

 

 

Tabell 3.1ii: Viser pH- målinger utført i løpet av testperioden, i blant annet fargeløsninger, 

springvann, buffer- stamløsning og buffer- bruksløsning, samt målinger utført med et av 

utdanningens pH-meter for å sjekke hvor godt målingene oppnådd med dette samsvarer med 

målinger gjort på avdelingen.  

 Lørdag Mandag Tirsdag Onsdag Torsdag Fredag 

pH May- Grünwald 

Måling med et annet pH-meter* 

8,14 8,06 7,92 7,92 7,79 

7,77* 

7,80 

pH Giemsa 

Måling med et annet pH-meter* 

7,04 7,02 6,99 7,06 6,99 

6,88* 

7,04 

pH bruksløsning buffer 

Måling med et annet pH-meter* 

7,10 7,06 7,03 7,05 7,05 

6,90* 

7,04 

pH i springvann  

Måling med et annet pH-meter* 

8,10 8,10 8,21 8,06 7,95 

7,73* 

7,97 

pH tilsatt 2 dråper 37% HCl 

Måling med et annet pH-meter* 

    6,78 

6,74* 

 

pH destillert vann  

For tillaging buffer bruksløsning 

 8,47     

pH for Buffer stamløsning  

Oppgitt pH 6,8 

 6,88     
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3.2 Den nåværende fargeprotokollen for May- Grünwald Giemsa  

Hensikten med dette prosjektet var både å lage og å teste ut en ny fargeprotokoll for farging av 

serøse væsker med May- Grünwald- Giemsa, men også å teste ut hvordan resultatet blir dersom 

materialet bare farges med Giemsa- fargeløsning. For å kunne vurdere de nye fargeprotokollenes 

fargekvalitet, så valgte vi å sammenligne disse sine oppnådde fargeresultat opp mot den 

fargekvaliteten som allerede oppnås med den nåværende fargeprotokollen for May- Grünwald- 

Giemsa ved seksjon for cytologi. Dette for å finne ut om noen av de nye fargeprotokollene 

faktisk gir et forbedret resultat enn den nåværende.  

 

I tillegg til å sammenligne resultat på fargekvaliteten, så ønsket vi også å undersøke hvor mye 

det hadde å si for kvaliteten og fargeresultatet, at avdelingen lager nye farger kun to dager i uken, 

i stedet for at nye farger lages hver dag, slik som det anbefales i litteratur. I litteratur blir det 

anbefalt at alle bruksløsningene med farger til May- Grünwald- Giemsa lages nye hver dag rett 

før de skal brukes (se avsnitt 1.6). På det nåværende tidspunkt lages bruksløsninger for May- 

Grünwald og Giemsa på fredag ettermiddag, for så å brukes både mandag og tirsdag. Nye 

fargeløsninger lages så på tirsdag ettermiddag, og brukes deretter både onsdag, torsdag og 

fredag. Fargeløsningene filtreres etter hver dags bruk over i en mørk glassflaske, som så 

oppbevares i et mørkt skap til neste dag. Presipitatdannelsen som filtreres vekk fra Giemsa- 

fargeløsningen nevnes derfor i tekst før de ulike bildene fra resultat ved bruk av den nåværende 

MGG fargeprotokollen, fordi dette er noe som muligens kan virke inn på fargekvaliteten.  

Presipitatet som filtreres vekk består av utfelte fargemolekyler av azur B og eosin Y som har 

dannet et kompleks med hverandre, og det vil derfor bli færre fargemolekyler i fargeløsningene 

desto lengre de står (se avsnitt 1.6.2).  

 

For vurderingen av fargekvaliteten så ble det sett på hvor godt kjernen og tilhørende 

cytoplasmatiske komponenter var blitt farget, og hvor godt man klarte å skille disse fra 

hverandre, samt fargeintensitet og kjernedetaljer, slik som beskrevet i Staining Criteria 

Handbook. I tillegg ble kvalitet på fargeresultat bedømt ut fra om det var oppnådd korrekt farge 

på erytrocytter og leukocytter, ut i fra kriterier som er listet i artikkelen Guidelines for May-

Grünwald-Giemsa staining in haematology and non-gynaecological cytopathology. Detaljert 

beskrivelse av vurderingskriterier står det skrevet om i avsnitt 2.3.  
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Bildene neste side, figur 1 til 5, viser hvordan preparater fra prøvemateriale med serøs væske 

tatt fra pleura hos en pasient (prøve SFA2-19), har blitt farget gjennom en hel uke, fra mandag til 

fredag. Av de totalt åtte ulike pasientprøvene til dette prosjektet, var det kun i pasientprøve 

SFA2-19, at det var mottatt nok mengde med prøvemateriale for å kunne lage både ett preparat 

og ett direkteutstryk som kunne farges med alle fargeprotokollene, til alle de fem ukedagene. 

SFA2 var også en av de ferskeste pasientprøvene i dette prosjektet. Resultat av farging av 

preparater fra dette pasientmaterialet er derfor blitt brukt for å vurdere om det er mulig å se en 

forskjell fra én dags bruk, i forhold til både etter to og tre dagers bruk av de samme 

fargeløsningene. Vi har gjort en fargekvalitets-vurdering for hver av de fem dagenes 

fargeresultat oppnådd på preparater laget fra pasientprøve SFA2. Vurdering av fargekvaliteten på 

hvert preparat står skrevet rett ved siden av figuren med bilde fra preparatet. 

 

Hendelsesforløp for fargebandene: Fargene som ble brukt mandag, var nylagd og filtrert fredags 

ettermiddag, før de så ble tatt i bruk denne morgen. Dagen etter, på tirsdag, så ble de samme 

fargene igjen brukt, bare at disse var blitt filtrert på slutten av dagen før. Et tykt presipitat ble da 

filtrert vekk. Til onsdagens farging så ble det tatt i bruk nye farger som var blitt laget på tirsdags 

ettermiddag. Disse fargene ble så brukt igjen på torsdag etter å ha blitt filtrert på slutten av dagen 

før, hvor et tykt presipitat ble fjernet. Til fredagens farging så ble de samme fargene som på 

torsdag brukt enda en gang, bare at disse var filtrert torsdags ettermiddag. Et tykt presipitat ble 

også her fjernet.  
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Figur 1: SFA2 - CYT dag 1, mandag. 
 

Erytrocytter: I monolag- område er disse grårosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Ser eosinofil, ikke noe godt skille mellom det nesten 

transparente cytoplasma og de røde granula (se rød pil) 

Kromatindetaljer: skimtes t.o.m i lymfocytter, men lav kontrast. 

Kornene kommer ikke så tydelig frem 

Farging av cytoplasma (skille): Lav kontrast mellom 

cytoplasmatiske komponenter 

Helhetsinntrykk: Er lilla kjerner, men svak kontrast mellom 

kjerne og ikke-nukleære detaljer. 

 

Figur 2: SFA2 - CYT dag 2, tirsdag. 
 

Erytrocytter: I monolag- område er disse grårosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Bedre skille (i forhold til resultat dagen før)mellom 

cytoplasma og kjerne t.o.m i lymfocytter. Fortsatt ikke noe godt 

skille mellom granula i eosinofile leukocytter (se rød pil). 

Kromatindetaljer: Noe bedre detaljer, lettere å se nukleoler 

Farging av cytoplasma (skille): Mindre kraftig blåfarge på dette. 

Bedre skille mellom cytoplasma og kjerne. 

Helhetsinntrykk: Er litt lysere lillafarge på kjerner, slik at flere 

detaljer blir synlig, samt at det er en bedre kontrast mellom 

kjerne og ikke nukleære detaljer fordi cytoplasma har blitt farget 

noe mindre blått. .  

 

Figur 3: SFA2 - CYT dag 3, onsdag. 
 

Erytrocytter: Svakt rødrosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Degraderte. Kan se kromatin, men cytoplasmaet er 

utydelig (se rød pil) 

Kromatindetaljer: Noe utydelige kromatindetaljer fordi cellene 

er mer degraderte. Kan skimte nukleoler  

Farging av cytoplasma (skille): Greit visuelt skille mellom 

kjerne og cytoplasma i de cellene som er mest intakte 

Helhetsinntrykk: Flere degraderte celler. Noe færre celler på 

preparatet i forhold til andre preparat fra samme prøve. 

 

Figur 4: SFA2 - CYT dag 4, torsdag. 
 

Erytrocytter: Grårød (se grønn pil) 

Leukocytter: Ikke noe særlig godt bevarte. Lite kromatindetaljer, 

og cytoplasma er transparent. Det er ikke noe tydelig skille 

mellom røde granula og cytoplasma i de eosinofile (se rød pil). 

Kromatindetaljer: Noe utvisket,  

Farging av cytoplasma (skille): Ikke så kraftig blåfarge på dette. 

Grei kontrast til kjerner. 

 Helhetsinntrykk: Flere degraderte celler. 

 

Figur 5: SFA2 - CYT dag 5, fredag. 
 

Erytrocytter: Svakt rosa (se grønn pil) 

Leukocytter: God skille mellom kjerne og cytoplasma. Ikke 

tydelige lilla granula i cytoplasma hos de nøytrofile (se rød pil) 

Kromatindetaljer: Flere celler er uten gode kromatindetaljer. 

Bedre bevarte celler viser fortsatt godt med detaljer.  

Farging av cytoplasma (skille): Greit skille, men mange celler er 

degenererte, så fargingen bærer preg av dette.  

Helhetsinntrykk: Mange celler er degenererte.  
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Det oppsummerte inntrykket etter uken med farging av preparater fra prøve SFA2 med den 

nåværende MGG fargeprotokollen til avdelingen, er at det ikke er en veldig tydelig forskjell å se 

mellom resultat oppnådd på de ulike ukedagene. Man kan se en svak fargeforskjell mellom den 

første dagens bruk av fargene, i forhold til neste dags bruk, og den fargeforskjellen som da ses, er 

at cellekjernene den første dagen har fått en mer blålilla fargetone enn den neste dagen. Dersom 

man ser på den neste dagen, tirsdag, i forhold til den første dagen, så er det her oppnådd en noe 

mer lillafarge i cellekjernene som er mer lik den lillafarge som man ønsker å oppnå i kjerner ved 

Romanowsky- farging. Man kan også observere dette på det preparatet som har blitt farget både 

på torsdag og på det som er blitt farget på fredag, men på begge disse har det også skjedd en 

form for celledegenerering noe som man må ta med i betraktningen. Den celledegenereringen 

som kunne observeres, ser ut til å øke for hver dag utover uken, og enkelte celletyper som 

leukocytter ser ut til å gå mer i oppløsning enn for eksempel mesotelceller. Hvordan cellene tok 

til seg farge på dag 1, mandag, i forhold til dag 5, fredag, var noe vanskelig å vurdere på grunn 

av denne celledegenereringen. 

 

Tabell 3.2i viser pH-verdiene som ble målt hver dag etter farging i de ulike løsningene til 

seksjonens nåværende May- Grünwald- Giemsa fargeprotokoll. Ut i fra denne kan det ses at pH i 

fargeløsningene sank fra de nytillaget til etter at de var brukt også den påfølgende dagen. Det ses 

også ut i fra denne tabellen at springvannet som brukes til å skylle mellom May- Grünwald- 

fargekaret og Giemsa- fargekaret i denne fargeprotokollen har en ganske høy pH, noe som også 

har en innvirkning på fargingen.  

 

Tabell 3.2i viser målt pH på fargebadene etter en dags farging. Og man kan se at pH synker 

etter en dags bruk. Den siste dagen har man ingen synking i pH, her går pH i stedet svakt opp. 

 Mandag Tirsdag Onsdag Torsdag Fredag 

pH May- Grünwald 8,06 7,92 7,92 7,79 7,80 

pH Giemsa 7,02 6,99 7,06 6,99 7,04 

pH bruksløsning buffer 7,06 7,03 7,05 7,05 7,04 

pH i springvann  8,1 8,21 8,06 7,95 7,97 
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Figurene under, fra 1 til 4: Preparatene er farget med seksjonens nåværende fargeprotokoll for 

May- Grünwald- Giemsa. Preparater er laget fra samme type prøvemateriale, pleura, men fra fire 

ulike pasienter, for å kunne se forskjell mellom prøver. Alle bildene er tatt av det første fargede 

preparatet fra pasientprøven, da dette viser minst degenerering av cellene. Vurdering av 

fargekvalitet som ble oppnådd står skrevet rett ved siden av figuren med bilde fra preparatet. 

 

Figur 1: SFA2 - CYT  
 

Erytrocytter: Grårosa (se grønn pil) 

Leukocytt: Ser eosinofil, men ikke noe godt skille mellom det nesten 

transparente cytoplasma og de røde granula (se rød pil) 

Kromatindetaljer: Kan skimtes t.o.m i lymfocytter, men lav kontrast. 

Granuleringen kommer ikke så tydelig frem 

Farging av cytoplasma (skille): Lav kontrast mellom 

cytoplasmatiske komponenter 

Helhetsinntrykk → score 3/4 

Er lilla kjerner, men svak kontrast mellom kjerne og ikke-nukleære 

detaljer  

 

 

Figur 2: SFA3 - CYT  
 

Erytrocytter: Rosabeige (se grønn pil) 

Leukocytt: Eosinofile har tydelige røde granula, og kjernedetaljer. 

Lymfocytter har blålig transparent cytoplasma. (se rød pil) 

Kromatindetaljer: Er synlig, men noe utvisket/slørete  

Farging av cytoplasma (skille): Mesotel har litt utydelige grenser 

mellom kjerne og cytoplasma.  

Helhetsinntrykk → score 3  
Blassere farge. Noe dårlig bevarte celler 

 

 

Figur 3: SFA5 - CYT  
 

Erytrocytter: Gråbeige (se grønn pil) 

Leukocytt: Eosinofile har tydelige røde granula i et ellers blålig 

transparent cytoplasma (se rød pil) 

Kromatindetaljer: Tydelige men noe utvisket/slørete i fargen. 

Kaldt skjær på lillafargen, noe støvete 

Farging av cytoplasma (skille): Tydelig skille i forhold til kjerner, 

fargesjattering er noe blass 

Helhetsinntrykk: → score 3 

Grei nok, litt blass og slørete farging. 

 

 

Figur 4: SFA6 - CYT  
 

Erytrocytter: Kald brunfarge (se grønn pil) 

Leukocytt: Finner ikke godt nok bevarte granulocytter til å 

bedømme. Lymfocyttene sine kjerner er veldig mørkt farget, men litt 

lyst cytoplasma kan ses rundt noen. Ingen kjernedetaljer. (se rød pil) 

Kromatindetaljer: Ser disse, men nukleoler må man anstrenge seg 

litt for å klare og se. 

Farging av cytoplasma (skille): For mørk blå farge på cytoplasma 

som skaper en noe dårligere kontrast til den lilla kjernen 

Enkelte plasser er det utydelig skille mellom kjerne og cytoplasma 

Helhetsinntrykk: → score 3 

“Blått”- og slørete. På 40x så ser mesotelcellen nesten helt blå ut 
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Oppnådd score for denne fargeprotokollen er 3 

Helthetlig inntrykk: Scoren på fargekvaliteten er satt ut i fra krav som er listet opp i Staining 

Criteria Handbook. Dersom man ser på hvordan cellebildet opptrer generelt, så har cellene et litt 

slørete og uklart preg. Erytrocyttene er mer grårosa, i stedet for den ønskelige rosaoransje- 

fargen. Man kan tydelig skille mellom de ulike cellulære komponentene som kjerne og 

cytoplasma, men det er et skille som kunne ha vært enda tydeligere. Kjernedetaljene kan ses, 

men kunne ha vært bedre. Kjerne- og cytoplasma-detaljer kommer frem, men cellene har et noe 

mer ullent preg som kan gi inntrykk av at de er noe lettere degenererte.  

 

 

3.3 Resultat av farging med ny May Grünwald Giemsa fargeprotokoll  

 

Figurene neste side, fra figur 1 til 4, viser preparater laget fra det samme prøvematerialet 

pleura, men fra fire ulike pasienter, for å vise forskjell mellom prøver. Alle bildene er tatt av det 

første fargede preparatet fra pasientprøven, da dette viser minst denaturering av cellene.  

Preparatene er farget med ny fargeprotokoll for May- Grünwald- Giemsa. Vurdering av 

fargekvalitet som ble oppnådd står skrevet rett ved siden av figuren med bilde fra preparatet. 
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 Figur 1: SFA2 - MGG  
 

Erytrocytt: Svakt rødrosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Det ses lilla granula i cytoplasma hos nøytrofile 

granulocytter. Kromatindetaljer kan også ses i den lappedelte 

kjernen (se rød pil) 

Mesotel: Tydelig avgrensning mellom kjerne og cytoplasma, men 

også mellom cytoplasma og bakgrunn.  

Klarer å få frem ulike fargeoverganger i cytoplasma 

Inntrykk: → score 4 (klar) 
Cellene er tydelige og klare. Man har oppnådd en god kontrast 

mellom de ulike cellekomponentene. Kjernedetaljer som nukleoler og 

kromatin kommer tydeligere frem. 

 

Figur 2: SFA3 - MGG  
 

Erytrocytt: Rødoransje (se grønn pil) 

Leukocytter: Nøytorfil granulocytt har blålig transparent cytoplasma 

med rødlilla granula (se rød pil) 

Mesotel: Tydelig avgrensning mellom kjerne og cytoplasma, men 

også mellom cytoplasma og bakgrunn. Klarer å få frem ulike 

fargeoverganger i cytoplasma 

Inntrykk: → score 4 (klar) 
Kromatindetaljer er veldig tydelig, og allerede på 20X kan nukleoler 

ses. Veldig detaljert cytoplasma. Bredt fargespekter. 

 

Figur 3: SFA5 - MGG  
 

Erytrocytt: Burgunderrøde (se grønn pil) 

Leukocytter: Ser lilla granula i nøytrofile granulocytter og røde 

granula i de eosinofile. (se rød pil)  

Mesotel: Selv om de viser tegn på degenerering, så synes 

cytoplasmatiske komponenter og fargeoverganger godt.  

Inntrykk: → score 4 (klart å farge godt et noe degenerert materiale). 

Materialet er noe degenerert. Kromatindetaljer og nukleoler kommer 

veldig godt frem. 

 

Figur 4: SFA6 - MGG  
 

Erytrocytt: Rødrosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Vanskelig å finne granulocytter, men det ses mange 

lymfocytter. De lymfocyttene som er intakte kan det ses litt 

cytoplasma rund. Kjernen er farget veldig mørk på mange av dem, 

og kromatindetaljer er vanskelig å se. (se rød pil) 

Mesotel: De best bevarte cellene viser godt cytoplasmatiske 

komponenter og fargeoverganger  

Inntrykk: → score 4  
Materialet er noe degenerert, men til tross for det kommer 

Kromatindetaljer og nukleoler veldig godt frem. 

Oppnådd score for denne fargeprotokollen er 4 

Oppsummert inntrykket når man ser på hvordan visualiseringen av cellebildet ble generelt, så ble 

erytrocyttene farget mye mer lik den korrekte rosaoransje- fargen som er den ønskelige. Det ble 

også oppnådd en mer tydelig og klar lillafarge på cellekjernene, samt at kromatindetaljer og 

eventuelle nukleoler i disse kom tydeligere frem. Cellene i sin helhet i forhold til bakgrunnen 
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kom skarpere frem. Cytoplasmaet i cellene viser mye detaljer og man ser et tydelig skille mellom 

dettes membran og de ytre omgivelsene. Den oppnådde scoren for ny May- Grünwald- Giemsa- 

fargeprotokoll ble derfor 4.  

 

Tabell 3.3i viser resultat av pH- målinger i de ulike løsningene til fargeprotokollen. Det ble bare 

gjort pH- målinger til denne protokollen på to av dagene i uken hvor fargingen ble gjennomført 

siden det ble laget nye løsninger hver dag, men det kunne ses ved begge dagene hvor dette ble 

gjort at pH i løsningene ligger over den ønskelige pH på 6,8 som er anbefalt i litteratur.  

 

Tabellen 3.3i: Viser målt pH i både i fargeløsninger og i buffer-bruksløsningen som ble brukt til 

å lage både fargeløsninger og skyllekarene etter farging. Alle de målte verdiene ligger over den 

anbefalte pH på 6,8 i fra litteratur. 

 Tirsdag Onsdag 

pH May Grünwald 8,18 8,17 

pH Giemsa 7,03 7,07 

pH Bruksløsnig buffer 7,03 7,06 

 

 

 

 

 

3.4 Giemsa farging  

 

3.4.1 Giemsa 15 min 

Siden både litteratur (se avsnitt 1.6) og sykehuset i Skien mener at Giemsa farging uten bruk av 

May- Grünwald- farging først, gir like godt resultat som May- Grünwald- Giemsa, så ble dette 

også testet ut. Serøs væske tatt fra pleura, fra fire ulike pasientprøver, henholdsvis SFA2, SFA3, 

SFA5 og SFA6, ble derfor preparert og forsøkt farget med bare Giemsa- fargeløsning. 

Sammensetning av trinn og tid preparatene står i kar for denne fargeprotokollen er vist i 

metodedel under avsnitt 2.2, i protokoll 4.  
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Figurene under, figur 1 til 4, viser preparater laget fra det samme prøvematerialet pleura, men 

fra fire ulike pasienter, for å vise forskjell mellom prøver. Alle bildene er tatt av det første 

fargede preparatet fra pasientprøven, da dette viser minst denaturering av cellene.  

Preparatene er farget med Giemsa 15 minutter. Vurdering av fargekvalitet som ble oppnådd står 

skrevet rett ved siden av figuren med bilde fra preparatet. 

 

 

Figur 1: SFA2 - G15  
 

Erytrocytter: Svakt rosaoransje, (se grønn pil) 

Leukocytter: Klarer å se svakt de lilla granula i cytoplasma 

hos nøytrofile. (se rød pil) 

Mesotel: Alle detaljer i kjerne og fargesjatteringer i 

cytoplasma kommer godt frem 

Inntrykk: → score 4 

Kjernene er klar lilla. Kromatindetaljer og nukleoler kommer 

godt frem. Noe flatere fargeinntrykk i forhold til MGG 

 

Figur 2: SFA3 - G15.  
 

Erytrocytter: Rødrosa, veldig svakt farget en del plasser (se 

grønn pil) 

Leukocytter: Til tross for mye degenerering, kan lilla granula 

i nøytrofile ses. Transparent cytoplasma kan også skimtes (se 

rød pil) 

Mesotel: Alle detaljer i kjerne og fargesjatteringer i 

cytoplasma kommer godt frem 

Inntrykk: → score 4  
Klarer å se kromatindetaljer veldig godt, nukleoler kan ses 

allerede på 20X. 

 

Figur 3: SFA5 - G15  
 

Erytrocytter: Svakt rødrosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Klarer å se de røde granula i cytoplasma hos 

eosinofile granulocytter. Transparent cytoplasma kan også 

skimtes. (se rød pil). 

Mesotel: Alle detaljer i kjerne og fargesjatteringer i 

cytoplasma kommer godt frem 

Inntrykk: → score 4  
Kjernene er en tydelig lilla. Kromatindetaljer og nukleoler 

kommer godt frem. Fargespekter på de ulike cytoplasma er 

synlig. Det ses tegn på degenerering hos noen av cellene. 

 

Figur 4: SFA6 - G15 
 

Erytrocytter: Svakt rødbeige (se grønn pil) 

Leukocytter: Disse bærer preg av degenerering og detaljer 

på cytoplasma blir derfor uklart. (se rød pil) 

Mesotel: Alle detaljer i kjerne og fargesjatteringer i 

cytoplasma kommer godt frem på bevarte celler  

Inntrykk: → score 4  
Tydelige kromatindetaljer, og det kan observeres nukleoler 

allerede på 20x. Tydelig skille mellom kjerne og cytoplasma. 

Mye cellerester i bakgrunnen 
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Oppnådd score for denne fargeprotokollen er 4 

Det oppsummert inntrykket er at erytrocyttene har oppnådd en tilnærmet korrekt rosaoransje- 

farge, samt at mye av de samme detaljene som ved farging med ny MGG fargeprotokoll klarer 

også å bli visualisert godt med denne fargeprotokollen. Protokollen G15 har kanskje et noe mer 

flatt uttrykk enn den nye MGG, men fremdeles har denne protokollen en tydelig og klar lillafarge 

på cellekjernene, samt at både kromatindetaljer og nukleoler ses godt. Cellene på preparatet 

kommer generelt ganske skarpt frem. Cytoplasma viser mye detaljer og man ser et tydelig skille 

mellom cytoplasmaets membran og de ytre omgivelsene. Tabell 3.4 viser at det ble målt pH kun  

to av dagene for denne fargeprotokollen, men at man ved begge disse dagene kunne observere at 

pH- verdiene som ble målt, ligger over pH på 6,8 som er den som er anbefalt i litteratur.  

 

Tabell 3.4: Viser pH målt i både fargeløsninger og i buffer- bruksløsningen som ble brukt til å 

lage både fargeløsninger og skyllekarene etter farging. De målte pH- verdiene ligger over det 

som blir anbefalt i litteratur (pH 6,8)  

 Tirsdag Onsdag 

pH May Grünwald 8,18 8,17 

pH Giemsa 7,03 7,07 

pH bruksløsnig buffer 7,03 7,06 

 

 

 

 

3.4.2 Giemsa 20 min 

 

Figurene på neste side, figur 1 og 2, viser preparater laget fra det samme prøvematerialet 

pleura, men fra to ulike pasienter, for å vise forskjell mellom prøver. Alle bildene er tatt av det 

første fargede preparatet fra pasientprøven, da dette viser minst denaturering av cellene.  

Preparatene er farget med Giemsa 20 minutter. Vurdering av fargekvalitet som ble oppnådd står 

skrevet rett ved siden av figuren med bilde fra preparatet. 
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Figur 1: SFA2 - G20 
 

Erytrocytter: Svakere rødbrun x (se grønn pil) 

Leukocytter: Granula i granulocytter ses, men avgrensing av 

disse i forhold til cytoplasma synes dårligere fordi cytoplasma 

også har fått en svak lillafarge x (se rød piler) 

Mesotel: Nukleoler er vanskeligere å se, fordi kjerner er for lilla.  

Inntrykk: → score 3 

Generelt har cytoplasma blitt noe lilla, samt at kjernene har blitt 

for lilla, noe som gir en dårligere visualisering av detaljer.  

 

Figur 2: SFA 5 - G20 
 

Erytrocytter: Rødbrun (se grønn pil) 

Leukocytter: Kjernene i granulocytter har fått litt for mye farge, 

slik at kromatinfordelingen er vanskeligere å se, mens kjernene i 

lymfocytter er blitt veldig mørkt farget. Lilla granula i nøytrofile 

og røde granula i eosinofile ses veldig godt, men har blitt noe 

kraftigere farget, og det svakt blå transparente cytoplasma i 

bakgrunn er vanskeligere å se. (se røde piler) 

Inntrykk: → score 3 

De fleste kjernene har blitt overfarget og dette gir tap av 

visualisering når det gjelder kromatindetaljer. 

 

Oppnådd score ut fra det helhetlige inntrykket for farging med denne fargeprotokollen er 3. 

Det oppsummert inntrykket er at det ble oppnådd en alt for kraftig lilla kjernefarge, noe som 

medførte en dårligere visualisering av blant annet kromatindetaljer. Dette gjelder spesielt for 

lymfocytter, hvor kjernefargen ble en veldig mørk lilla, noe som er til forskjell fra farging med 

Giemsa 15 minutter, hvor det var mulig å se kromatinfordeling fordi kjernefargen der ikke ble 

like intens.   
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3.5 Resultat av farging med hurtigfargen Color Rapid 

Kvalitet på resultat oppnådd med hurtigfarge ble også sett på i dette prosjektet, siden 

hurtigfargen Color Rapid allerede brukes i dag på seksjon for cytologi når farging må skje raskt. 

Resultat av denne metodens fargekvalitet sammenlignet med resultat oppnådd med både den 

nåværende fargeprotokollen for MGG, ny MGG- fargeprotokoll og bare Giemsa- farging er 

derfor tatt med. Figur 3.5i under viser ulikt fargede områder på tvers av det samme preparatet 

som er laget fra pasientprøve SFA2. Preparatet er farget mandag, den første ukedagen med 

farging, så preparatet er forholdsvis nypreparert før fargingen med Color Rapid ble gjennomført. 

Allerede ved makroskopisk undersøkelse så kan det ses at preparatet er blitt svært ujevnt farget 

og at det har veldig skjoldete partier til og med på tvers. Ved mikroskopisk undersøkelse av 

preparatet så ses en høy celledegradering. De ulike pilene på figuren viser områder som det er 

tatt bilde av i mikroskop, og som kan ses i figur 1 til 4 på neste side. 

 

 

Figur 3.5i: Viser et preparat som er farget med hurtigfargen Color 

Rapid. Bildet illustrerer hvordan preparatet har blitt farget 

makroskopisk. Her kan det ses skjoldete farging som går loddrett 

nedover på preparatet, Dette viser hvor ujevnt fargingen har blitt. 

Ringene med piler forteller hvor de ulike bildene i figur 1 til 4 er tatt fra 

 

 

Blålilla farget område, se figur 1, neste side 

Lillafarget område, se figur 2, neste side 

Rosafarget område, se figur 3, neste side 

Blått farget område, se figur 4, neste side 

 

 

 

  



 50 

 

Figur 1: Viser bilde fra et område på  

preparatet fra prøve SFA2 hvor erytrocytter  

har blitt farget blålilla og andre celler har  

blitt farget lilla.  

 

Figur 2: Viser bilde fra et område på  

preparatet fra prøve SFA2 hvor erytrocytter  

har blitt farget kraftig lilla. Cytoplasma på både 

leukocytter og mesotel har blitt også veldig lillafarget.  
 

 

 

 

Figur 3: Viser bilde fra et område på preparat fra prøve 

SFA2 hvor erytrocyttene  

har blitt farget kraftig rød, mesotelceller har fått både et 

rødt cytoplasma og en rød kjerne, mens leukocytter har 

fått rødrosa cytoplasma og nesten ufarget/veldig svak 

rosa kjerne. Azur B er fraværende. 
 

 

 

Figur 4: Viser bilde fra et område på preparatet fra 

prøve SFA2 hvor erytrocyttene har blitt farget 

blågrønne, mens mesotelceller har fått både et veldig 

blått cytoplasma og en veldig blålilla mørk kjerne. I 

dette området så ser det ut til at det i hovedsak bare 

farget med azur B.  

 

Generelt inntrykk av fargingen med hurtigfarge, er at den leverer et svært ujevnt fargeresultat.  

Den klarer å levere et noenlunde passende fargeresultat på preparatene i enkelte tilfeller, men i 

de fleste tilfeller blir fargingen som vist over i figur 1 til 4. Det ble observert en høy celle-

degradering på preparatet, noe man også klarer å se i figurene. Celledegenereringen var ganske 

høy til tross for at dette var et av de nyest tillagede preparatene som ble farget. Kvaliteten på 

cellebildet som visualiseres med denne metoden er ikke i nærheten av den kvaliteten som det 

resultatet som oppnås med de andre fargeprotokollene. I tabell 3.5i vises målte pH- verdier i de 

to fargeløsningene som brukes i Color Rapid.  
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Tabell 3.5i: Viser målt pH i de to fargeløsningene til Color Rapid. 

Rød løsning, Color Rapid Blå løsning, Color Rapid 

6,69 6,59 

 

 

3.6 Farging med buffer som har fått endret pH  

Når det ble målt pH på løsninger i den nåværende May- Grünwald- Giemsa- fargeprotokollen, så 

ble det funnet at pH på nytillaget bufferbruksløsning som brukes både til tillaging av farger, men 

som også has i bufferkar, ikke har korrekt pH på 6,8, men heller ligger på en pH rundt 7,0. 

Derfor ble pH forsøkt korrigert med å tilsette to dråper saltsyre til bufferbruksløsningen for å få 

pH ned til 6,8, for så å heller lage farger med denne i stedet.  Dette ble gjort for å se om det er 

mulig å få en tydeligere visuell Romanowsky- effekt i form av en klarere og lysere lillafarge (se 

avsnitt 1.6) i både den nye MGG- og G15- fargeprotokollen. Fargekvalitetsvurdering for hver av 

preparatene fra prøve SFA2 som er farget med de ulike fargeprotokollene med forandret 

bufferløsning står skrevet ved siden av figurene med bilde fra preparat. 
 

 

Figur 1: SFA2 – MGG, pH tvunget ned til 6,8 
 

Erytrocytter: Kraftig støvrosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Ganske degraderte (se rød pil) 

Inntrykk: Tydelig mer klar og lysere lillafarge på cellekjernene 

Mesotel og leukocytter viser tegn til skade ved at cytoplasma 

har fått et mer ujevnt og ullent omriss. En del erytrocytter ser 

ut til å ha blitt ødelagte. 

 

Figur 2: SFA2 - G15, pH tvunget ned til 6,8 
 

Erytrocytter: Kraftig støvrosa (se grønn pil) 

Leukocytter: Er bevarte. Kan se lilla granula og 

kromatindetaljer i nøytrofile granulocytter (se rød pil).  

Kan se kromatindetaljer i kjerne også på lymfocytter.  

Inntrykk: Tydelig klar og lys lillafarge. Mesotel og leukocytter 

er intakte, og detaljer i kjerne og cytoplasma ses. Erytrocytter 

er ikke blitt ødelagt i like stor grad.  

Figur 1: Viser bilde av fargeresultatet til preparat fra prøve SFA2 farget med ny fargeprotokoll 

for MGG som er tillaget med denne nye bufferløsningen.  

Figur 2: Viser bilde av fargeresultat til preparat fra prøve SFA2 farget med fargeprotokoll 

Giemsa 15 tillaget med ny bufferløsning med forandret pH. 
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Hovedinntrykket av farging med en buffer som hadde fått endret pH til 6,78, var at denne pH-en 

gir et cellebilde hvor kjernene til cellene er farget en tydelig og mer klar lillafarge. Det ble også 

sett at det i preparat farget med ny MGG fargeprotokoll med endret pH på buffer var noen flere 

celler som var degenererte/ødelagte enn det som ble funnet i preparat farget med G15 

fargeprotokoll med endret pH på buffer. 

 

 

 

  

3.7 Sammenligning av fargeresultat  

 

3.7.1 Dagens MGG farging opp mot resultat fra ny MGG og resultat fra Giemsa 

For å kunne sammenligne resultatene av de ulike fargeprotokollene, med unntak av hurtigfargen 

og Giemsa 20 minutter som begge fikk et generelt dårligere fargeresultat, så ble bilder fra hver 

av de tre andre protokollene satt ved siden av hverandre i tabell 3.7i neste side.  I tabellen ser 

man i den første kolonnen bilder fra preparat farget med den nåværende brukte fargeprotokollen 

(CYT), bilde fra preparat farget med ny MGG fargeprotokoll er vist i den andre kolonnen, og 

bilde fra preparat farget med fargeprotokoll for Giemsa 15 minutter er vist i den tredje kolonnen. 

Hver enkelt rad med bilder i tabellen er tillaget fra den samme pasientprøven, slik at den første 

raden viser bilder av preparater fra prøve SFA2, mens den andre raden viser bilder av preparater 

fra prøve SFA 3. 
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Tabell 3.7i: Viser tre preparater fra to pasientprøver som er farget med enten avdelingens 

nåværende protokoll for MGG (kalt CYT), ny protokoll for MGG eller protokoll for G15  
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Det gjennomgående inntrykket for de to nye fargeprotokollene ny MGG og G15 (bilder i den 

andre og tredje kolonnen av tabellen) er at erytrocytter har fått en mye mer korrekt rødoransje 

farge i forhold til den nåværende May- Grünwald- Giemsa- (CYT) fargeprotokollen (bilder i den 

første kolonnen av tabellen). I tillegg har man med de to nye klart å oppnå en mer tydelig og klar 

lillafarge på cellekjernene, hvor detaljer som kromatinfordeling og nukleoler kommer tydeligere 

frem. Helhetlig kommer cellene i både ny MGG og G15 mye skarpere frem og har mer tydelige 

detaljer, enn det cellene gjør på de preparater som er farget med den nåværende CYT fargingen. 

Det oppnås i de to nye protokollene en større kontrast mellom kjerne og cytoplasma, men også et 

større fargespekter på cytoplasma i de ulike cellene, slik at mer detaljer i dette kommer frem. 

Avdelingens nåværende fargeprotokoll (CYT), oppnår et mere blålilla preg på kjernene og 

cellebildet oppleves mer uskarpt og slørete enn de to andre fargeprotokollene som ble testet ut. 

 

3.7.2 Hvordan cellegrupper farges med de ulike farge metodene  

I en screening-situasjon hvor May- Grünwald- Giemsa- fargede preparater brukes for 

diagnostikk, så er funn av cellegrupper og mulighet for å vurdere utseende på disse viktig. Derfor 

er det viktig at fargingen har klart å få frem både godt med både kjerne- og cytoplasma- detaljer 

på helst alle eller flest mulig av cellene i disse gruppene. To bilder av fargede cellegruppe med 

forskjellig fargekvalitet fra det samme preparatet er derfor satt ved siden av hverandre. Det ene 

av de to bildene vil vise en godt farget gruppe, hvor fargemolekylene har klart å komme godt til i 

hele eller nesten hele gruppen, mens det andre bildet viser en gruppe hvor cellene ligger så tett 

samlet at spesielt de større fargemolekylene, har noe vanskelig for å klare å komme til, se figur 1 

til 6 på neste side. Ved siden av hver figur er det satt inn en vurdering av fargekvalitet på 

cellegruppen som er avbildet.  

 

 

 

Figurene 1 til 6 neste side: Hvert bildepar viser to forskjellige cellegrupper som er å finne i det 

samme preparatet, men hvor det første bildet i hvert par (figur 1,3 og 5) viser en godt farget 

cellegruppe, mens det andre bildet (figur 2,4 og 6) viser et eksempel på en cellegruppe som er 

vanskeligere å farge.  
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Figur 1: SFA2 G15  

 
Inntrykk godt farget gruppe:  

Stor variabel gruppe, cytoplasma ikke så tett at man ikke 

kan se kjernedetaljer som nukleoler, kan se ned til cellene 

som ligger under og kjernene der.  

 

Inntrykk: → Bra 

 

Figur 2: SFA2 G15 
 

Inntrykk vanskelig farget gruppe:  

Stor tett gruppe, cytoplasma veldig mørk. Cellegruppen 

så tett at man ikke får noen detaljer fra kjernen i sentrum 

av denne gruppen. Kan se kjernene gjennom cytoplasma 

mer perifert på gruppen.  

 

Inntrykk: →Bra til å være så tett en gruppe 

 

Figur 3: SFA2 MGG 

 
Inntrykk godt farget gruppe:  

Man kan tydelig se gjennom hele 3d- gruppen. 

Cytoplasma er ikke så sterkt farget at man ikke kan se 

 ned til cellene som ligger under og kjernedetaljene der. 

 

Inntrykk: → Veldig bra 

 

Figur 4: SFA2 MGG  
 

Inntrykk vanskelig farget gruppe:  

Cytoplasma er mørk og tett, men man kan se  

kjerner og skimte nukleoler  

 

Inntrykk: → Godt 
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Figur 5: SFA2 CYT 
 

Inntrykk godt farget gruppe:  

Stor variabel gruppe, cytoplasma ikke så tett  

at man ikke kan se enkelte kjernedetaljer som nukleoler. 

Kan se ned til cellene som ligger under og se kjernene 

der. Men hele gruppen  

har et litt ullent og utydelig preg. 

 

Inntrykk: → Mer utydelig, “greit nok” preg 

 

Figur 6: SFA2 CYT 
 

Inntrykk vanskelig farget gruppe:  

Liten tett gruppe, cytoplasma så tett at man så vidt kan se 

kjerner i ytterkant av gruppen. Et litt ullent preg.  

 

Inntrykk: → Mer utydelig, “greit nok” preg 

 

Det oppsummerte inntrykket etter å ha sammenlignet hvor mye detaljer som kommer frem i de 

større cellegruppene på preparatene som ble farget med de ulike protokollene, ser man at flest 

detaljer kommer frem med de to nye fargeprotokollene ny MGG og G15. Den nåværende 

fargeprotokollen for MGG (CYT) ved seksjonen har problemer med å få frem den samme 

detaljrikdommen på cellegruppene som det både den nye MGG fargeprotokollen og med G15- 

fargeprotokollen klarer.   

 

3.7.3 Hvordan atypiske celler farges med de ulike fargeprotokollene  

For å sammenligne hvordan fargekvalitet på atypiske celler blir med tanke på synliggjøring og 

vurdering av disse cellenes morfologi, så ble fargeresultatet ved farging av disse cellene med de 

to nye fargeprotokollende, G15 og ny MGG, sett opp mot det resultatet som oppnås med 

seksjonens nåværende fargeprotokoll for MGG (CYT).  I tabell 3.7ii vises bilder av fargede 

preparater fra pasientprøve SFA5 og SFA6, som er de to prøvene i dette prosjektet hvor det var 

funn av atypiske celler som kan indikere kreft. Bilder av preparater tillagd fra prøve SFA5, og 

som er farget med de tre ulike fargeprotokollene, henholdsvis nåværende MGG (CYT), ny MGG 

og Giemsa 15 minutter (G15) er satt inn i den første raden, mens bilder fra preparater tillagd fra 

prøve SFA6 som er farget med de samme fargeprotokollene som SFA5 er satt i den andre raden.  
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Tabell 3.7ii Viser bilder av fargede preparater fra pasientprøve SFA5 og SFA6, som er de to 

prøvene i dette prosjektet hvor det var funn av atypiske celler. Bilder fra den nåværende brukte 

fargeprotokollen (CYT) vises i den første kolonnen, mens bilder av preparater farget med den 

nye MGG fargeprotokollen vises i den andre kolonnen, bilder fra preparater farget med 

protokoll for Giemsa 15 minutter (G15) vises i den tredje kolonnen. 

Nåværende CYT Ny MGG Giemsa 15 

   

Prøve: SFA5 Prøve: SFA5 Prøve: SFA5 

 

   

Prøve: SFA6 Prøve: SFA6 Prøve: SFA6 

Oppsummert inntrykket når man vurderer oppnådd fargekvalitet på de atypiske cellene med 

enten den nye MGG- eller G15- fargingen, sammenlignet med den nåværende MGG- fargingen 

(CYT), så ses det at det samme fargemønsteret som er blitt sett hos de ulike protokollene i det 

forrige avsnittet (avsnitt 3.7.2) gjelder også for fargingen av disse atypiske cellene.  
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4 Diskusjon 

 

4.1 Preparering 

Som en del av dette prosjektet skulle vurdering av fargeresultatet oppnådd også ses i 

sammenheng med valg av prepareringsmetode for prøvematerialet. Prepareringsmetodene som 

ble brukt og som skulle sammenlignes var Megafunnelpreparat kontra direkteustryk. Ved 

fargerekvalitetsvurderingen som ble gjort for de ulike fargeprotokollene, ble det vurdert som 

hensiktsmessig å utelate direkteutstrykene som hadde blitt laget. Dette ble gjort fordi at det etter 

sentrifugering av prøvematerialet ved tillaging av utstrykene, rett og slett ikke blitt helt av 

tilstrekkelig med supernatant. Noe som igjen medførte at dråpene med cellemateriale som ble 

overført til objektglassene ikke var blitt nok konsentrert. Direkteutstrykene ble derfor for 

cellefattige i forhold til preparatene laget med Megafunnel. Dette oppstod både på grunn av 

uerfarenhet, men også på grunn av frykt for at det skulle bli for lite prøvemateriale til å lage alle 

utstrykene som behøvdes. Etter hvert som teknikken for å lage direkteutstryk ble bedre, ble 

resultat av prepareringen på de to siste prøvematerialene, henholdsvis prøve SFA5 og SFA6, 

ganske mye bedre. For prøve SFA6 ble visualiseringen av cellebildet i utstryket muligens noe 

bedre enn det den ble på Megafunnel- preparatet.  

 

Prøve SFA6 var et veldig cellerikt materiale, og ved mikroskopering av preparat fra Megafunnel, 

ble det sett mange degenererte celler i form av utviskede lyselilla kjerner uten cytoplasma. Når 

det manuelle utstryket ble mikroskopert, var disse degenererte cellene ikke til stede. Cellerestene 

ser ut til å ha blitt fjernet/vasket vekk sammen med supernatanten, noe som er til forskjell fra 

Megafunnel- preparatet, hvor prøvematerialet slynges direkte på objektglass. Disse degenererte 

cellene kom derfor med, og gav et cellebilde som var mer forstyrret, da disse cellerestene ikke 

kan være med i noe bedømming av hverken fargekvalitet eller morfologi i en diagnostisk 

sammenheng.  

 

Ved bruk av Megafunnel ble det valgt å overføre 1,0 mL som prøvevolum til trakten i 

preparering av alle pasientprøvene. Et prøvevolum på 1,0 mL viste seg i mange av tilfellene å 

være litt for mye, og et overskudd med materiale havnet som tilbakeslag i nederste del på 
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preparatet når objektglass skulle knekkes ut av sentrifugetrakten. Overskuddsmaterialet som 

fremdeles befant seg i Megafunneltrakten etter sentrifugeringen, kunne også dersom man ikke 

var forsiktig ved knekkingen for å få ut objektglasset, skvulpe over på glasset, slik at man fikk et 

ytterligere tykt cellelag. 

 

Dette problemet med tilbakeslag av væske var mest problematisk i de mindre viskøse, og 

tyntflytende pasientprøvene. Mengde med prøvemateriale som ble overført til 

Megafunneltrakten, burde vært mer individuelt bedømt. Hvor man ved lav viskositet på 

prøvemateriale, burde overført et mindre prøvevolum til megafunneltrakten. Denne feilen kunne 

vi observere på noen av preparatene i form av at det i øverste del av et slikt preparat var oppnådd 

et monolag med celler, noe som er det mest gunstige for en Romanowsky- farging, mens det i 

den nederste del av preparatet var samlet seg et overskudd med materiale. Overskuddet nederst, 

gjorde at det ikke lengre var det ønskelige monolaget med celler, men heller et flerlag med celler 

og bakgrunnsvæske, som bidro til bakgrunnsfarging. Bakgrunnsfargen var synlig med at det i 

den nedre del av preparatet ble et for blått fargebilde, som gjorde både omgivelsene rundt 

cellene, men også cellenes kjernedetaljer og morfologi mindre synlig. Dette skjer siden det er blir 

flere elementer til stede i form av celler og bakgrunnsvæske som konkurrerer om 

fargemolekylene, men også fordi fargemolekylene, spesielt eosin Y som er større enn azur B, 

ikke slipper like godt til. Blåfarge fra azur B vil derfor dominere, mens eosin Y vil være mer 

fraværende. Ved vurdering av fargekvaliteten oppnådd med de ulike fargeprotokollene ble derfor 

alle preparatene vurdert i det øverste området hvor det var oppnådd et monolag, og hvor 

fargingen som følge av dette hadde blitt mest korrekt. 

 

Ved tilføring av fysiologisk saltvann for å fortynne prøve som var vurdert til å være mer viskøs 

og tyktflytende, så ble dette kun tilført til den delen av prøvematerialet som skulle prepareres 

med Megafunnel og ikke til den delen som direkteutstrykene skulle lages fra. Her ble det 

observert at på preparatet som var fortynnet, oppstod det mindre bakgrunnsfarging i forhold til 

direkteutstryket som ikke var fortynnet. Men siden fortynning kun ble utført på to av de totalt 

åtte prøvene, så er det vanskelig å gi en sikker konklusjon, men vi tror at fortynning kan hjelpe til 

å vaske bort noe av innholdet i bakgrunnsvæsken som bidrar til å gi bakgrunnsfarge på 

preparatene.  
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På de preparatene som ble farget gjennom en uke, så ble det sett at etter hvert som preparatene 

ble av eldre prepareringsdato før farging, så kunne en økt degenerering på celler observeres. 

Denne degenereringen medførte ikke bare en endring i cellens evne til å ta til seg farge på grunn 

av endret permeabilitet, men den gjorde også at de mindre holdbare cellene, og da spesielt 

granulocytter, gikk i mer og mer oppløsning slik at de ble vanskeligere å finne.  

 

4.2 Resultat av avdelingens nåværende fargeprotokoll  

for May Grünwald Giemsa 

Det kan tydelig ses at det er ugunstig med skylling med springvann mellom May- Grünwald- 

fargekaret og Giemsa- fargekaret. Dette er fordi at når preparatet har vært i karet med May- 

Grünwald, for så å bli senket ned i et kar med springvann, så stoppes den allerede igangsatte 

fargeprosessen. Springvannets pH, som er ble målt til å være på hele 8,0, er alt for høy i forhold 

den anbefalte pH som er på 6,8. Behandling av preparat med en løsning med for høy pH rett før 

Giemsa- karet, er nok den størst innvirkende faktoren til denne fargeprotokollens oppnådde 

fargekvalitet og dårlige Romanowsky- effekt. Ved en så høy pH som 8,0, så vil tilstedeværelse 

av ladning på cellekomponenter som favoriserer fargemolekylet eosin Y være mer fraværende, 

mens ladning på cellekomponenter som favoriserer fargemolekylet azur B er tilstede. 

Preparatene farget med denne fargeprotokollen vil derfor få et alt for blålilla preg.     

 

I tillegg til at skylling med springvann innvirker på ladningen til cellekomponentene, så kommer 

dråper av dette vannet også med over i Giemsa- karet, noe som både fortynner og forurenser 

fargeløsningen, og som fremmer en ytterligere dannelse av presipitat. Presipitatdannelsen 

medfører at det blir stadig færre aktive fargemolekyler igjen i fargeløsningen. Det at man velger 

å kun ha nye farger to ganger i uken, er ugunstig i forhold at fargemolekyler blir tapt gjennom 

presipitatdannelse, noe som igjen bidrar til at det oppnås et noe mer variabelt fargeresultat 

gjennom uken. Derimot så er det gunstige med denne gjenbruken som gjøres på nåværende 

tidspunkt, hvor bufferløsningen har for høy pH, at pH blir litt lavere for hver dags bruk. Den noe 

lavere pH gjør at flere cellekomponenter får ladning slik at flere fargemolekyler, spesielt eosin 

Y, kan binde seg, og en tydeligere Romanowsky- effekt oppstår i form av en tydeligere lilla 

kjernefarge på cellene. 
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Resultatet av denne fargingen er et uklart cellebilde med noe mer duse farger, enn det som 

oppnås de to nye fargeprotokollene ny MGG og G15. Cellene ser nesten litt degenererte ut når 

man sammenligner preparater fra denne fargeprotokollen med tilsvarende preparat som farget 

med enten ny MGG- eller G15. Dette noe uklare cellebildet med noe mer duse farger, var med på 

å gi denne nåværende fargeprotokollen for May- Grünewald- Giemsa (CYT) en sammenlagt 

kvalitetsscore på 3. 

 

4.2.1 Måling av pH 

Giemsa-fargens pH viste seg å være tilnærmet den samme pH som buffer- bruksløsningen, noe 

som indikerer at bufferens pH er avgjørende for hvilken pH bruksløsning for Giemsa-fargen får 

til slutt. Stamløsning med buffer, altså konsentrert buffer før blanding med sterilt vann, ble målt 

med labens pH-meter og ble funnet til å ha en pH- verdi på 6,88 noe som er mer lik 6,9, i stedet 

for den oppgitte pH 6,8 fra fabrikanten. Det sterile vannet som ble brukt til å lage bruksløsning 

med buffer, fikk en målt pH på 8,47. For å lage en buffer- bruksløsning er forholdet mellom 

buffer- stamløsning og sterilt vann 5:95. Dette kan forklare hvorfor buffer- bruksløsningen som 

ble tillaget alle ukedagene hadde en pH- verdi som lå på mellom 7,04-7,08, som er langt over 

den ideelle pH på 6,8.   

 

Det ble målt pH i de helt nylagde fargeløsningene, men også i de samme fargeløsningene etter 

både én og to dagers bruk. Dette medførte at det ble sett at pH i begge fargeløsningene synker fra 

de er nytillaget til både etter en dags bruk, men også fra etter én dags bruk og over til etter to 

dagers bruk. Dette kan være med på å forklare hvorfor det ble observert at cellekjernene får en 

noe mer lillafarge ved både neste dags bruk og etter to dagers bruk av de samme 

fargeløsningene. Denne lillafargen oppstår til tross for at det er filtrert bort en del fargemolekyler 

som har inngått i presipitatdannelse, men siden pH er så høy første dag, så er det muligens 

mindre eosin Y tilstede i cellen for kompleksdannelse denne dagen på grunn av fravær av 

ladning på de cellekomponenter som binder eosin, og at eosin derfor ikke er i nærheten av azur 

B. Preparatene farget den første dagen med seksjon for cytologi sin nåværende protokoll MGG 

får derfor kjerner som er farget mer blå enn blålilla, enn det de blir både den andre og tredje 

dagen med farging hvor de samme fargeløsningene brukes.  
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4.3 Ny MGG farging 

I den nye MGG fargeprotokollen i forhold til den nåværende, så ble det valgt å både fjerne 

skylling i springvann mellom May- Grünwald- og Giemsa- fargekaret, samt å i tillegg sette inn et 

ekstra giemsakar, slik at det ble to giemsakar rett etter hverandre. Dette ble gjort for at det siste 

karet med Giemsa skulle holde seg mer uforurenset. I det første karet med Giemsa lot vi 

direkteutstryk og preparat stå i 5 minutter, mens de resterende 10 minuttene med giemsafarging 

ble gjort i det andre mer “renere” giemsakaret. Dette ble gjort for å ha mest mulig kontroll på at 

mesteparten av Romanowsky- fargingen skulle skje i et mindre forurenset og mer ufortynnet 

giemsakar. En annen fordel med å dele opp giemsafargingen til to fargekar, er at fargekapasiteten 

til fargemaskinen økes. Fargekapasiteten økes fordi et fargestativ ikke lengre okkuperer 

fargekaret i 15 minutter, men at man i stedet nå har to fargekar å fordele tiden på. 

  

Effekten av å ta bort springvannet mellom de to fargekarene viste seg å være veldig stor, da 

cellebildet ble mye skarpere ved at det ble en mye mer tydelig kontrast mellom kjerner og 

cytoplasma, samt at det kom frem flere detaljer i begge disse. Fargemessig ble det en mer korrekt 

Romanowsky- lillafarge på kromatinet i kjernene. Den celledegenereringen man kunne observere 

ved seksjonens nåværende protokoll var borte. Denne nye May- Grünwald- Giemsa- 

fargeprotokollen fikk en helhetlig score på 4 ut i fra kriterier som er listet i Staining Criteria 

Handbook. 

 

4.4 Giemsa farging  

I denne protokollen ble det heller ikke brukt springvann, men det ble opprettet et ekstra 

giemsakar, med de samme tidene for Giemsa- farging som i den nye MGG- protokollen. Her går 

preparatene fra metanolkaret direkte over i det første karet med Giemsa. Dette giemsakaret vil da 

få tilført metanol i sitt kar, mens det neste påfølgende karet med Giemsa vil bli holdt mer rent. 

Dette gir muligens noe mer kontroll på Romanowsky- fargingen med tanke på at det forhindrer 

forurensning og eventuelt noe økt presipitatdannelse. I hvor stor grad dette ekstra karet har å si 

for fargekvaliteten dersom man skifter farger hver dag, er noe usikkert, men ved mye bruk i løpet 

av en dag så holdes det andre karet som preparatene farges lengst tid i renere. Kvaliteten på 

fargingen i løpet av dagen holdes derfor kanskje noe mer stabilt. Det som er sikkert er at 

fargekapasiteten økes til fargemaskinen med et slikt program. Ved valg av videre bruk av to 
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giemsakar, så kan det andre giemsa-karet som er renest eventuelt kanskje tas vare på til neste 

dag, og settes inn som det første karet i rekkefølgen, mens et nytillaget giemsakar settes inn som 

nummer to. Noe som gjør at det spares litt på forbruket av fargeløsning både med tanke på 

økonomi og miljø.  

 

Effekten av å utelate springvann, kunne også observeres tydelig i G15 protokollen, og mye av de 

samme detaljene som ved ny MGG fargeprotokoll ble observert. Forskjellen mellom disse to 

protokollene er både at erytrocyttene blir noe svakere rødrosa- farget med bare Giemsa enn med 

ny MGG- fargeprotokoll. Men også at den nye MGG gir en noe mer tonet og dimensjonal- 

følelse i visualiseringen av cellebildet, i forhold til fargeprotokoll for Giemsa 15 minutter, hvor 

dette får et noe “flatere” preg. Denne protokollen fikk en helhetlig score på 4 ut i fra kriterier 

som er listet opp i Staining Criteria Handbook. 

 

Ved farging av Giemsa i 20 minutter ble kjernefargen vurdert til å være for mørk. Kjernene ble 

mer kraftig lilla og det ble oppnådd en høyere kontrast mellom en del cellulære komponenter, 

men dette kom på bekostning av at kromatindetaljene i kjernene forsvant helt i den mørke 

lillafargen.  

 

 

4.5 Hurtigfarge 

Hurtigfargen gav et svært ujevnt fargeresultat. I de fleste tilfeller ble fargeresultatet såpass dårlig 

at tolkningen av morfologien til cellene ble vanskelig. Fargemetoden klarte å levere enkelte 

forholdsvis greie fargeresultat som muliggjorde noe visualisering av cellenes morfologi, men 

dette var sporadisk. Hvorfor denne fargemetoden ikke klarte å levere et jevnt fargeresultat er 

vanskelig å forstå, da dette skjer tilsynelatende helt vilkårlig. Det ble også opplevd at noe av 

prøvematerialet forsvant under selve fargingen. Da det ikke er gitt noen opplysninger om hva 

fargeløsningene i Color Rapid sine fargeløsninger inneholder, så er det vanskelig å tenke seg 

fram til hvilke feilkilder som ligger bak. Celledegraderingen som ble observert var ganske stor, 

til tross for at dette var et av de nyest lagde preparatene som ble farget.  

Denne celledegenereringen ble ikke observert på noen av de andre preparatene tillaget fra det 

samme pasientmaterialet som ble farget med en av de andre fargeprotokollene. Noe av 
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celledegraderingen kan skyldes den lave pH i fargeløsningene, siden løsning A hadde en målt pH 

på 6,69, og løsning B hadde en målt pH på 6,59. Målt pH for løsning B begynner å bli såpass lavt 

at cellene muligens begynner å ta noe skade, siden denne pH- verdien begynner å bli veldig nær 

den nedre verdien som er på 6,5 i det anbefalte pH-området for Romanowsky- farging.   

 

4.6 Endret pH av buffer og farger 

Det å endre pH i fargekar og i buffer-skyllekar, ble gjort for å teste ut hvor viktig rett pH var for 

å få til en best mulig Romanowsky- effekt i form av en klar lillafarge. Og vi fikk bekreftet at pH 

har stor betydning for å kunne oppnå denne fargeeffekten ved at både den nye MGG- og G15- 

fargeprotokollen klarte å oppnå en klarere og lysere lilla kjernefarge.  

 

Ved syretilsats i bufferen, kan det hende at bufferkapasiteten ble ødelagt, og at den ikke lengre 

var en buffer, men en løsning med pH 6,78. Siden pH på buffer var på 7,04 før syretilsatsen 

skjedde, og at pH ble endret med 0,26. Preparatene som ble farget med denne fargemetoden viste 

mye degenererte celler. En mulig forklaring til dette kan være et sammensatt bilde av at det både 

var et gammelt preparat med degenererte celler, samtidig som at løsningene fikk en noe for lav 

pH og at bufferen muligens var ødelagt, slik at cellene ble ytterligere noe degenererte. Av de 

erytrocyttene som var bevart så hadde de fått en mer rett rødoransje farge, samt at kromatin i alle 

celler hadde en mer tydelig lillafarge, altså at det ble oppnådd en bedre Romanowsky-effekt. 

Preparatene som ble farget med ny MGG viste mer degenerering enn de som ble farget med G15, 

og dette kan kanskje forklares med at preparatene var 5 minutter lengre i fargeløsningene. Men 

ut i fra at det ble oppnådd en bedre Romanowsky- lillafarge, så kan buffer som er laget korrekt 

uten justering på denne måten med pH 6,8 se ut til å kunne gi et godt resultat. Nyere tillagde 

preparater ville nok også gjort at det ble mindre degenerering av celler og at fargekvaliteten 

hadde blitt bedre.  

 

4.7 Sammenligning av store grupper 

Ved sammenligning mellom de store cellegruppene kunne man tydelig se forskjell på 

fargekvalitet mellom de ulike fargeprotokollene. Her kom det fram hvor utydelig cellebildet blir 

ved bruk av seksjonens nåværende fargeprotokoll. De nye fargeprotokollene MGG og G15 
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gjorde det mulig å se flere detaljer i 3D- grupper med celler enn det som det er mulig å se etter 

farging med seksjonens nåværende fargeprotokoll for May- Grünwald- Giemsa (CYT). 

 

4.8 Vurdering av fargekvalitet, og gi score  

Ved vurdering av fargekvalitet og bestemmelse av oppnådd score møtte vi på noe utfordring 

fordi vi ikke hadde eksempelbilder å forholde oss til, men kun beskrivelser i tekstform, av 

hvordan et godt farget preparat burde være hentet fra Staining Criteria Handbook. Normalt blir 

fargede preparater og utstryk ikke bedømt av laboratoriet selv etter disse kriteriene, men sendes 

heller til det eksterne stedet som er ansvarlig for kriteriene. På det eksterne stedet så vurderes 

disse preparatene og utstrykene av to trente fagkyndige personer. Disse to fagpersonene både ser 

på og gir score til preparatene uavhengig av hverandre, før et sammenlagt resultat sendes tilbake 

til laboratoriet.   

 

Siden vi ikke hadde preparert serøse væsker før dette prosjektet, så ville vi aldri klart å få til en 

full score på 5, siden kvaliteten på selve prepareringen var for dårlig til dette. For å oppnå en 

score på 5, så er det viktig at man klarer å få til et monolag med celler over hele preparatet, og at 

det er klart å unngå bakgrunnsfarging ved at de prøvematerialene med mye egenfarge er vasket 

med saltvannsløsning, og at de prøvene som er lite viskøse er blitt overført i et mindre volum til 

megafunnel- trakten. Hvis en slik preparering hadde vært gjort, så tror vi at det kunne ha blitt 

oppnådd en mer jevn farging over hele preparatet, noe som ville kunne ha medført at det på noen 

av preparatene ble oppnådd en kvalitetscore som var nærmere 5.   
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5 Konklusjon 

Vi anbefaler ny May- Grünwald- Giemsa- fargeprotokoll (ny MGG), da denne protokollen gir 

mer toning og dimensjon i visualiseringen av cellebildet i forhold til Giemsa 15 minutter- 

fargeprotokollen (G15). Begge disse protokollene oppnår et mye bedre fargeresultat enn det den 

nåværende brukte May- Grünwald- Giemsa- fargeprotokollen ved seksjonen klarer å oppnå. Det 

er ikke en veldig stor fargekvalitetsforskjell som skiller G15 fra ny MGG. G15 gir kanskje ikke 

det fyldige og like dimensjonale- preget som ny MGG, men til gjengjeld er det en protokoll som 

er 5 minutter mer effektiv å farge med, samtidig som man vil spare både noe bruk av 

fargeløsninger og miljøet. 
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7 Vedlegg 

Vedlegg 1: Molde sykehus:  
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Vedlegg 2: Skien sykehus: 
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Vedlegg 3: Ålesund sykehus 
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Vedlegg 4: Haukeland sykehus 
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Vedlegg 5: Color Rapid, fargeløsning B: 
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Vedlegg 6: Fargeløsning A 
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