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Testsimplets®

Gebrauchsfertige,
farbbeschichtete Objekttrager

Ready-to-use, prestained slides
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Testsimplets®

Ablauf der Differentialblutbild-Bestimmung

Procedure for differential blood count

einfach
simple
Kapillarblut
kleinen Blutstropfen auf das Deckglas
tiberspringen lassen
Capillary blood
take up a small drop of blood with the
cover slip
sauber
clean

g

Deckglas mit kleinem Blutstropfen
auf das Farbfeld legen

Place the cover slip with the small drop
of blood on the prestained area of the
slide

schnell
fast q

Schon nach 15 Minuten auswerten

Ready for evaluation after only
15 minutes

direkt auf das Deckglas auftragen

apply directly to the cover slip
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Testsimplets®

® Gebrauchsfertige, mit standardisierten Farbstoffen
beschichtete Objekttrager zur rationellen differential-
diagnostischen Mikroskopie

e Einfache und saubere Handhabung ohne Farbe-
prozeduren und Blutausstrichen flr das Differential-
blutbild

® Vielfach bewahrt flr Praxis — Labor — Station,
insbesondere zur Untersuchung von Einzelproben
und kleineren Serien

Anwendungsgebiete

® RoutinemaBige Kontrolle des Differentialblutbildes
— Differenzierung des normalen weiBen Blutbildes
und seiner reaktiven Veranderungen
— Darstellung aller normalen Leukozytenformen
sowie der Thrombozyten
— gleichzeitige Erfassung der Retikulozyten

o Karzinomzytologie

@ Urinzytologie

® Liguorzytologie

® Zytologie des Nasenabstriches
® Spermatozoenfarbung

Testprinzip

® Verwendung der beiden Farbstoffe Neu-Methylen-
Blau-N und Cresyl-Violett-Acetat in chemisch reiner
Form

e Konstantes Mischungsverhéltnis und gleichméBiges
Auftragen auf Objekttrager ergibt Farbung in zuver-
l&ssig guter Qualitat

® Analoges Reaktionsprinzip wie bei der panchromati-
schen (panoptischen) Farbung

Testsimplets®

® Ready-to-use slides prestained with standard dyes
for time- and cost-saving differential diagnostic
microscopy

@ Simple and clean procedure for differential blood
counts. No blood film preparation or staining
procedures needed

® Tried and tested method for office practice,
laboratory or hospital ward, particularly suitable for
single specimens or small series

Applications

® Routine evaluation of the differential blood count
— differentiation of the normal WBC count and its
reactive changes
— visualization of all normal leukocyte forms and
platelets
— simultaneous detection of reticulocytes

e Cancer cytology

e Urinary cytology

® Cerebrospinal fluid cytology
® Nasal cytology

® Spermatozoal staining

Test principle
® The stain is composed of the two dyes new methyl-
ene blue N and cresyl violet acetate in chemically

pure form

e Constant mixing ratio and even distribution ensure
reliably good staining quality

@ Reaction principle analogous to that of the pan-
chromatic (panoptic) stain



Differentialblutbildfarbung

Differential blood count

Charakteristik

Die einfache und saubere Handhabung sowie die
schnelle Farbung mit standardisierten Farbstoffen er-
lauben einen funktionellen Einsatz von Testsimplets® in
Praxis und Klinik. Testsimplets® eignet sich besonders
zur Untersuchung von Einzelproben und kleineren Se-
rien, wie sie gerade in der Praxis des niedergelassenen
Arztes, aber auch im Labor einer kleinen Klinik anfallen.
DarUber hinaus kann man den Befund des Differential-
blutbildes mit Testsimplets® innerhalb kurzer Zeit auf der
Station oder im Nachtdienst jeder Klinik erhalten.
Ebenso kann das Ergebnis des Differentialblutbildes
noch wahrend der Konsultation in der Praxis vorliegen.

Klinik

Bei vielen Krankheitsbildern sind Verédnderungen an Zahl
und Gestalt der Blutzellen charakteristisch. Uber Aus-
mafB und Art dieser Verdnderung gibt neben anderen
Befunden das Differentialblutbild gute Hinweise. Hieraus
ergibt sich die klinische Bedeutung des Differentialblut-
bildes bei:

e entztndlichen Prozessen (reaktive Verschiebung)
e Verdacht auf allergische Reaktionen (Eosinophilie)
® Verdacht auf Parasitenbefall (Eosinophilie)
e Kontrollen auf Arzneimittelnebenwirkungen
(Agranulozytose, Thrombopenie)
® unklaren Lymphknotenschwellungen
(z. B. Lymphozytose)
® unklaren generalisierten Blutungen (Thrombopenie)
® \erdacht auf leukamische Erkrankungen (patholo-
gische Linksverschiebung)

Bei der Differentialblutbild-Farbung mit Testsimplets®
werden gleichzeitig die Retikulozyten angefarbt. Die
Retikulozyten spiegeln im peripheren Blut die Regenera-
tionsféahigkeit der Erythropoese im Knochenmark wider.
Sie kénnen damit einen Hinweis auf den Erythozyten-
umsatz geben.

Characteristics

The simple and clean handling and the fast staining with
standardized dyes make Testsimplets® ideal for use in
hospitals and doctors’ surgeries. Testsimplets® are
especially suitable for examination of single samples and
small series such as those that occur particularly in doc-
tors’ practices or in the laboratories of small hospitals.
In addition, a differential count with Testsimplets® provi-
des rapid results on the ward or during night duty in any
hospital. In general practice the doctor can have the
result of the differential count available before the end
of the consultation.

Clinical aspects

Many diseases are characterised by typical changes in
the number and morphology of the blood cells. The dif-
ferential count, in addition to other tests, provides use-
ful information about the extent and nature of these
changes. The differential count is thus clinically relevant
in:

@ infectionary processes (reactive shifts)

® suspected allergic reactions (eosinophilia)

® suspected parasitic infection (eosinophilia)

® checking for drug side-effects (agranulocytosis,
thrombocytopenia)

o lymphadenopathy of unknown origin
(e.g. lymphocytosis)

® generalised bleeding of unknown origin
(thrombocytopenia)

® suspicion of leukaemic diseases
(pathological shift to the left)

The differential blood count stain with Testsimplets® also
shows up reticulocytes. The reticulocytes in the periphe-
ral blood reflect the regenerative capacity of erythro-
poiesis in the bone marrow. The reticulocyte count thus
provides information about the red cell turnover.
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Der Nachweis einer Retikulozytose ist unter anderem
wichtig:

® bei Verdacht auf hamolytische Erkrankungen
® zur Therapiekontrolle von Eisen-, Folsaure- oder
Vitamin B12-Mangelanédmien

Durchfihrung

Ein kleiner Blutstropfen (Kapillar- oder Venenblut) von
ca. 3 ul wird auf die Mitte eines Deckglases aufgetragen
und auf das Farbfeld des Objekttragers so gelegt, dass
sich das Blut gleichmaBig nach allen Seiten verteilt. Mit
Hilfe eines Stiftes kann durch Druck auf die Mitte des
Deckglases eine gleichméBige Verteilung der Probe
bewirkt werden. Nach 15 Minuten Anfarbezeit kann das
Praparat mit Olimmersion bei 800-1000facher Ver-
gréBerung differenziert werden. Bei Raumtemperatur ist
das Praparat mindestens 4 Stunden haltbar.

Kann eine mikroskopische Differenzierung des Prépara-
tes erst nach 4-24 Stunden durchgeflihrt werden, so
sollte das Préaparat sofort nach dem Anfertigen im Kahl-
schrank aufbewahrt werden.

Auswertung

Zur Auswertung sucht man im Praparat eine Stelle, an
der die Blutzellen in so diinner Schicht liegen, dass sie
leicht identifiziert werden kénnen. Es werden 100 Leu-
kozyten ausgezahlt, indem man den Bereich der diinnen
Schicht mé&anderférmig durchfahrt.

Wahrend des Mikroskopierens empfiehlt es sich, durch
»Spielen” am Feintrieb des Mikroskopes die Scharfein-
stellung in den Leukozyten standig leicht zu verandern.
Besonders in Zweifelsféllen — wie sie bei der Identifizie-
rung von Monozyten, Stabkernigen und Basophilen auf-
treten kdnnen — ist es wichtig, dass man die gesamte
Zelle unter Scharfeinstellung einzelner Zellbereiche
ydurchfahrt®.

Detection of reticulocytosis is important, e.g.

e if a haemolytic disorder is suspected
e for monitoring treatment of iron-, folic acid- or vitamin
B12 deficiency anaemia

Procedure

Apply a small drop of capillary or venous blood (about
3 ul) to the middle of a cover slip and place on the pre-
stained area of the slide in such a way that the blood
spreads evenly in all directions. To obtain even distribu-
tion of the sample it can be useful to press gently on the
centre of the cover slip with a pencil. Allow 15 minutes
for staining and then differentiate the preparation at x800
to x1000 magnification with oil immersion. The prepara-
tion remains stable for at least 4 hours at room tempe-
rature.

If microscopic differentiation of the preparation cannot
be performed until after 4 to 24 hours the preparation
should be refrigerated immediately.

Evaluation

For evaluation, select a site where the cells are spread
thinly enough to allow easy identification. Count 100
leukocytes, scanning back and forth across the thin layer
with the “battlement tracking technique”.

While scanning the slide it is advisable to keep adjusting
the focus of the leukocytes by “playing” with the fine ad-
justment knob of the microscope. In doubtful cases —
such as can occur with the identification of monocytes,
band neutrophils and basophils — it is particularly impor-
tant to scan the entire cell bringing individual cell regions
into sharp focus.



Charakterisierung der Leukozyten

Nachfolgend werden die beim Gesunden im peripheren
Blut auftretenden Leukozytenformen beschrieben:

Neutrophile Granulozyten
Im Zytoplasma erkennt man eine farblose oder zart
violett geféarbte, feine Granulation. Die Kerne heben sich
durch die leuchtend purpurne Farbung deutlich von dem
granulierten Zytoplasma ab.

Stabkernige
Bei den stabkernigen Neutrophilen liegt der Kern stab-
férmig, d. h. ohne Segmentierung vor.

Segmentkernige
Die Kernform korreliert mit dem Reifegrad und entspricht
den bekannten Befunden.

Eosinophile Granulozyten

Charakteristisch sind die Granula. Das Zytoplasma ist
vollstdndig oder nahezu vollstandig ausgeflllt mit deut-
lich abgrenzbaren, leuchtend gelbgriinen bis griinen
Granula. Gegenuber den Granula der Basophilen und
Neutrophilen sind sie gréBer, transparent und wirken
gequollen. Bei Verwendung von Achromaten herrscht
ein grunlicher Farbton vor.

Bei den reifen Formen besteht der Kern haufig aus 2 hell-
purpurnen Segmenten und hebt sich so farblich deutlich
von den Granula ab.

Basophile Granulotyten

Charakteristisch fur die Basophilen sind die unterschied-
lich groBen, meistens scharf begrenzten Granula, die
purpurfarben, dunkelviolett oder orange bis braun ge-
farbt sind. Die violette Granula zeigen beim ,Spielen“ am
Feintrieb orangebraune Ringe an ihrer &uBeren Begren-
zung.

Monozyten

Im Vergleich zu dem gewohnten Bild sind sie deutlich
kleiner. Das Zytoplasma wird mehr oder weniger purpur
gefarbt. Es erscheint unscharf granuliert, ohne dass ein-
zelne Granula abgrenzbar sind. Bei langen Anfarbezei-
ten kann es ebenso purpur wie der Kern werden. Die
Konturen des Kerns bilden eine scharfe und eindeutig
erkennbare Linie, die den Kern deutlich vom Zytoplasma
abgrenzt.

Leukocyte characterisation

The leukocyte forms occurring in the peripheral blood of
healthy individuals have the following characteristic
features:

Neutrophilic granulocytes (neutrophils)

Afine, colourless or faintly violet granulation can be seen
in the cytoplasm. The nucleus stains bright purple and
thus stands out clearly from the granulated cytoplasm.

Band neutrophils
The nucleus of the band neutrophils is shaped like a
band or rod, i.e. without segmentation.

Segmented neutrophils
The shape of the nucleus depends on the degree of
maturity of the cell and corresponds to familiar picture.

Eosinophilic granulocytes

The granules are characteristic. The cytoplasm is com-
pletely or almost completely filled with clearly defined,
bright yellow-green to green granules. They are larger
than the granules of the basophils and neutrophils,
transparent and appear swollen. If achromates are used
a greenish colour prevails.

In the mature forms the nucleus often consists of two
light purple segments and is thus clearly distinguishable
from the granules on account of its colour.

Basophilic granulocytes

The basophils are characterised by the different-sized,
usually sharply delineated granules which stain purple,
dark violet or orange to brown. “Playing” with the fine
adjustment reveals orange-brown rings at the outer
perimeter of the violet granules.

Monocytes

Monocytes appear considerably smaller than on con-
ventional blood films. The cytoplasm stains more or less
purple. It appears indistinctly granulated without indivi-
dual granules being distinguishable. After long staining
times it can become just as purple as the nucleus. The
contours of the nucleus form a sharp and clearly identi-
fiable line which separates the nucleus distinctly from the
cytoplasm.
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Lymphozyten

Das Zytoplasma ist mehr oder weniger purpur und ent-
halt keine Granula. Bei den kleinen Lymphozyten bildet
es einen ganz schmalen, kaum erkennbaren Saum um
den Kern.

Die Kernfarbung ist purpur. Das Chromatin erscheint
schollig, an der Kernmembran verstarkt. Haufig erkennt
man distinkte Nukleolen. Der Kern ist meistens rund.
Funktionsformen der Lymphozyten (lymphatische Reiz-
formen) k&nnen unterschiedlich verformte Kerne besit-
zen, die den Monozytenkernen sehr ahneln. Hierdurch
wird die Beurteilung der lymphatischen Reizformen sehr
erschwert.

Leukozyten-Friihformen

Im peripheren Blut werden auftretende Friihformen der
Leukozyten erkannt, kbnnen aber nur schwer differen-
Ziert werden.

Lymphocytes

The cytoplasm is more or less purple and contains no
granules. In the small lymphocytes it forms a narrow,
scarcely perceptible rim around the nucleus.

The nucleus is purple. The chromatin appears clumped,
increasingly so at the nuclear membrane. Distinct nu-
cleoli can often be seen. The nucleus is usually round.
Functional forms of the lymphocytes (reactive lympho-
cytes) can have nuclei of different shapes which closely
resemble the nuclei of monocytes. This considerably
complicates evaluation of the functional lymphocyte
forms.

Early leukocyte forms
Early leukocyte forms occurring in the peripheral blood
can be seen but are difficult to differentiate.

Normalwerte der Leukozyten/Normal values for leukocytes

Erwachsene/Adults Kinder/Children Sauglinge/Infants
Leukozyten/mm?
Leucozytes/mm’ 4000-9000 8000-12000 9000-15000

% absolut(e) % absolut(e) % absolut(e)
Neutrophile
Neutrophils 55-70 2200-6300 35-70 2800-8400 25-65 2250- 9750
Stabkernige
Band neutrophils 3-5 120- 450 0-10 -1200 0-10 - 1500
Segmentkernige
Segmented neutrophils 50-70 2000-6300 26-65 2000-7800 22-65 2250- 9750
Eosinophile
Eosinophils 2- 4 80- 360 1- 5 80- 600 1-7 90- 1050
Basophile
Basophils 0- 1 - 90 0- 1 - 120 0- 2 - 300
Monozyten
Monocytes 2- 6 80- 540 1- 6 80- 720 7-20 630- 3000
Lymphozyten
Lymphocytes 25-40 1000-3600 25-50 2000-6000 20-70 1800-10500




Charakterisierung anderer Blutzellen

Thrombozyten

Die Thrombozyten erkennt man als kleine purpurne
Plattchen. Sie sind meist als Thrombozytenhaufen zu
sehen, kénnen aber auch einzeln vorliegen. Ausge-
pragte Thrombopenien kdnnen erkannt werden.

Erythrozyten

Die Erythrozyten sind fahl gelbbraun gefarbt und fast alle
aufgequollen. Verursacht wird diese Deformierung durch
Farbstoffeinflisse auf die vitale Zelle. Deshalb ist die
Beurteilung der Erythrozytenmorphologie nicht zu
empfehlen.

Eine Abschatzung des Hamoglobingehalts der Erythro-
zyten ist nicht moglich, Formen ohne Hamoglobin-
bildung kénnen bei fliichtiger Betrachtung mit Lympho-
zyten verwechselt werden.

Retikulozyten

Die Retikulozyten sind ebenfalls deformiert. Ihre Farbung
entspricht der der Erythrozyten. Die fur die Retikulozyten
typische Substantia granulo-filamentosa wird mehr oder
minder intensiv purpur eingefarbt.

Retikulozytenzahlung

Pro Gesichtsfeld werden alle Erythrozyten (also auch die
Retikulozyten) gezéhlt und notiert. AnschlieBend wird im
gleichen Gesichtsfeld die Zahl der Retikulozyten ermit-
telt. An verschiedenen Stellen des Ausstrichs werden
so insgesamt 1000 Erythrozyten ausgezahit und die Re-
tikulozyten in %0 angegeben.

Antikoagulantien

Als Antikoagulans fir Venenblut empfiehlt sich EDTA.
EDTA-BIlut darf bis zur Verarbeitung nicht langer als 3
Stunden bei Zimmertemperatur gestanden haben (keine
Kuhlschrankaufbewahrung).

Bei Verwendung von Citrat-Blut kann es zu Uberfar-
bungen kommen.

Oxalat und Fluorid sind nicht geeignet, ebenso Hepari-
nat und Blut von Patienten unter Heparintherapie.
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Characterisation of other blood cells

Platelets

The platelets appear as small purple discs. They are
usually in clumps but can also occur singly. Marked
thrombocytopenia can be identified.

Erythrocytes

The erythrocytes stain a pale yellowish brown and are
almost always swollen. This deformation is caused by
influences of the dye on the vital cell. Evaluation of ery-
throcyte morphology is therefore not recommended.
Itis not possible to estimate the haemoglobin content of
the erythrocytes. Forms without haemoglobin formation
can be confused with lymphocytes on cursory inspec-
tion.

Reticulocytes
The reticulocytes are also deformed. They stain the
same colour as the erythrocytes. The typical granular
and filamentous structures (reticulin) stain a more or less
intense purple.

Reticulocyte counting

To determine the reticulocyte count, count all the ery-
throcytes (including reticulocytes) in a visual field and
note down the number. Then count the number of retic-
ulocytes in the same visual field. Repeat this procedure
in different areas of the film until a total of 1000 erythro-
cytes have been counted and express the reticulocyte
count in %o.

Anticoagulants

EDTA is recommended as anticoagulant for venous
blood.

EDTA blood should not have been standing for more
than 3 hours at room temperature before it is used
(do not refrigerate).

Use of citrated blood can cause overstaining.

Oxalate and fluoride are unsuitable, likewise heparinate
and blood from patients on heparin therapy.
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Normale Leukozytenformen des peripheren Blutes
Leukocyte forms normally occurring in peripheral blood

Stabkerniger Segmentkerniger Eosinophiler

Band neutrophil Segmented neutrophil Eosinophil

Basophiler Monozyt Lymphozyt
Basophil Monocyte Lymphocyte

Weitere Blutzellen
Other blood cells

Thrombozyten Retikulozyt

Platelets Reticulocyte

11



Pathologische Leukozytenformen des peripheren Blutes
Pathological leukocyte forms in the peripheral blood

Zellbild einer chronisch myeloischen Leukamie (CML) Eosinophilie bei einer CML; im Bild drei Eosinophile, ein Blast

Peripheral smear of chronic myeloid leukaemia (CML) Eosinophilia in patient with CML; three eosinophils and one
blast can be seen

Zellbild bei Pfeiffer’'schem Driisenfieber, zwei transformierte Zellbild einer chronisch lymphatischen Leukamie (CLL)

Lymphozyten, ein kleiner Lymphozyt . . . i
Peripheral smear of chronic lymphatic leukaemia (CLL)

Peripheral smear of infectious mononucleosis; two reactive
lymphocytes, one small lymphocyte

Zellbild bei einer akuten Leukdmie mit kleinen Blasten Zellbild bei einer akuten Leukamie (Diagnose: ACL, POX positiv)
Peripheral smear of acute leukaemia with small blasts Peripheral smear of acute leukaemia (Diagnosis: ACL, POX
positive)

12
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Pathologische Leukozytenformen des peripheren Blutes
Pathological leukocyte forms in the peripheral blood
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Zellbild nach Milzexstirpation mit Retikulozyten und Zellbild nach Milzexstirpation mit Retikulozyten und

. Heinz’schen Innenkérpern
Howell Jolly-Kérperchen

i . i Peripheral smear after splenectomy with reticulocytes and
Peripheral smear after splenectomy with reticulocytes and Heinz bodies

Howell-Jolly bodies
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Karzinomzytologie
Cancer cytology

Testsimplets® kann in der Klinik als Akut-Diagnostikum
und in der Praxis als Vor-Diagnostikum in der Karzinom-
zytologie eingesetzt werden.

Testsimplets® eignet sich hervorragend zur schnellen
Anféarbung von karzinomverdachtigem Zellmaterial, z. B.
in der Bronchialzytologie. Morgentliche Nativsputa,
durch gezielte Absaugung erhaltene Sputa und Bronchi-
alinhalte sowie Zellmaterialien anderer Herkunft (Punk-
tionen von Pleura, Aszites, Perikard, Lunge oder Magen-
spllwasser) lassen sich nach wenigen Minuten Anfarbe-
zeit unter dem Mikroskop beurteilen.

Testsimplets® erlaubt somit eine auBerordentlich
schnelle Diagnostik. So ist es z. B. moglich, noch wah-
rend der Endoskopie Uber das zytologische Ergebnis
informiert zu werden, so dass weitere diagnostische
MaBnahmen unmittelbar eingeleitet werden kénnen.

Durchfihrung

Nativsputum wird nach der Methode Kitasato-Mulder
gewaschen. Mit einer Platindse von 5 mm Durchmesser
wird die gewaschene Sputumflocke auf Testsimplets®
aufgetragen und nach sorgféltiger Ausbreitung mit
einem Deckglas abgedeckt. Mit Hilfe eines Stiftes kann
durch Druck auf die Mitte des Deckglases eine gleich-
méaBige Verteilung der Probe bewirkt werden. Nach einer
15mindtigen Anfarbezeit kann das Préparat unter dem
Mikroskop beurteilt werden. Besonders zahfllssige
Sputa bendtigen fur die Durchfarbung langere Zeit.

Punktionsmaterial aus Korperhdhlen wird durch Zyto-
zentrifugation angereichert. Bronchialinhalt, gewonnen
bei gezielter Bronchialabsaugung, wird in physiologi-
scher Kochsalzlésung aufgefangen und anschlieBend
durch Zytozentrifugation angereichert. Danach wird
ein kleiner Tropfen Sediment auf die Farbschicht von
Testsimplets® aufgetragen und mit einem Deckglas
abgedeckt.

Nach einer Anféarbezeit von etwa 2—-4 Minuten kann das
Préaparat unter dem Mikroskop beurteilt werden.

Die Farbung des Préparates halt sich bei Zimmer-
temperatur 4 Stunden, bei Aufbewahrung im Kihl-
schrank ist die Beurteilung des Praparates bis zu 24
Stunden, bei sehr zahfllissigem Sputa auch noch nach
48 Stunden mdaglich.
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Testsimplets® can be used in cancer cytology for acute
testing in hospitals and for preliminary testing in the doc-
tor's surgery.

Testsimplets® are ideal for rapid staining of cell material
suspected of being cancerous, e.g. in bronchial cytol-
ogy. Early morning sputum samples, aspirates of spu-
tum and bronchial contents obtained by endoscopy or
cell material of other origin (pleural, ascites, pericardial
or pulmonary aspirates, gastric washings) can be exam-
ined under the microscope after staining for only a few
minutes.

Testsimplets® thus permit extremely rapid diagnostic
evaluation. This means that a cytological result can be
obtained while the endoscopy is still in progress so that
further diagnostic measures can be initiated immedi-
ately if necessary.

Procedure

Wash native sputum using the Kitasato-Mulder method.
Then apply the sputum pellet to the Testsimplets® slide
using a platinum loop with a diameter of 5 mm, spread
the material carefully and cover with a cover slip. To en-
sure that the preparation is evenly distributed it can be
useful to apply gentle pressure to the middle of the cover
slip with a pencil. Allow 15 minutes for staining and then
examine the preparation under the microscope. Partic-
ularly viscid sputa require longer staining times.

Material obtained by aspiration of body cavities is con-
centrated by cytocentrifugation. Bronchial contents ob-
tained by endoscopic bronchial aspiration are collected
in physiological saline and then concentrated by cyto-
centrifugation. A small drop of the sediment is applied
to the prestained area of the Testsimplets® slide and
covered with a cover slip.

After a staining time of 2—4 minutes the preparation can
be examined under the microscope.

The stained preparation remains stable for 4 hours at
room temperature. If refrigerated, it may still be evalu-
ated after up to 24 hours, or after 48 hours in the case
of very viscid sputa.
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Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der Testsimplets®-
Préparate wird nach den gleichen Beurteilungskriterien
vorgenommen wie die konventionell gefarbten Prapa-
rate, entsprechend den Einteilungsgraden | bis V (nach
Papanicolaou).

Nativsputum: Alveolarhistiozyten und reichlich
undifferenzierte lymphozytenéhnliche Tumorzellen

Histologie: undifferenziertes Bronchialkarzinom
Native sputum: alveolar histiocytes and abundant
undifferentiated lymphocyte-like tumour cells
Histology: undifferentiated bronchial carcinoma

Evaluation

The Testsimplets® preparations are evaluated according
to the criteria used for conventionally stained prepara-
tions (Papanicolaou classes | to V).

Gezielte Bronchialabsaugung: neben normalen Flimmer-
epithelien und einer Becherzelle mehrere polymorphzellige
Tumorzellen

Histologie: polymorphzelliges Bronchialkarzinom

Endoscopic bronchial aspirate: several polymorphous tumour
cells alongside normal ciliated epithelial cells and a goblet cell
Histology: polymorphous bronchial carcinoma

PleuraerguB: groBzellige Tumorzellen mit schaumigem Plasma,
eine Mitose

Histologie: groBzelliges, zum Teil schleimbildendes
Bronchialkarzinom

Pleural effusion: large tumour cells with foamy plasma,

one mitosis

Histology: large-cell, partially mucinous bronchial carcinoma

PleuraerguB: Adenokarzinomzellen im Verband
Histologie: Ovarialkarzinom

Pleural effusion: aggregate of adenocarcinoma cells
Histology: ovarian carcinoma
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Karzinomzytologie

Cancer cytology

PleuraerguB: Adenokarzinomzellen im Verband, Metastasen
eines Ovarialkarzinoms

Pleural effusion: aggregate of adenocarcinoma cells,
metastases of an ovarian carcinoma

Nativsputum: Zellen eines Plattenepithelkarzinoms, daneben
einige Leukozyten

Native sputum: squamous cell carcinoma cells with some
leukocytes lying alongside

Pleurapunktat: primarer Tumor, Pankreaskopfkarzinom

Pleural aspirate: primary tumour, pancreas head carcinoma
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PleuraerguB: Zellen eines Adenokarzinoms (metastasierendes
Ovarialkarzinom)

Pleural effusion: adenocarcinoma cells (metastatic ovarian
carcinoma)

-

Gezielte Absaugung: maBig verhornendes Plattenepithel-
karzinom

Endoscopic aspirate: moderately keratinising squamous cell
carcinoma

PleuraerguB: metastasierendes Mammakarzinom

Pleural effusion: metastatic breast cancer
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Karzinomzytologie

Cancer cytology

Nativsputum: Zellen eines entdifferenzierten Karzinoms, Sputum: undifferenziertes Karzinom

histologisch bestatigt . . i
Sputum: undifferentiated carcinoma

Native sputum: cells of a dedifferentiated carcinoma,
histologically confirmed

Bronchialsekret: normale Flimmerzellen Gezielte Bronchialabsaugung: normale Flimmerepithelien und
Becherzellen

Bronchial secretions: normal ciliated cells
Endoscopic bronchial aspirate: normal ciliated epithelial cells
and goblet cells
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Urinzytologie
Urinary cytology

Mit Testsimplets® kénnen auBergewdhnlich gut Kern-

strukturen, Kernmembranen, Chromatingerist und

Nukleolen sowie Zytoplasmastrukturen differenziert

und klassifiziert werden.

Die zZytodiagnostik des Urins ist sinnvoll bei:

e allen Formen der Mikro- und Makroh&maturien

® Therapieresistenter Zystitis

o Zystalgie

® unklaren Dysurien

@ Verlaufskontrolle nach Urotheltumor-Operationen

e Friherkennung und Verlaufskontrolle von Blasen-
karzinomen

Die Beurteilung des Malignitatsgrades von Tumoren ist
identisch mit der bei konventionellen Farbetechniken
(nach Papanicolaou und Pappenheim).

Durchfihrung

Die Aufarbeitung des Harns &hnelt der Anfertigung eines
normalen Urinsediments: Urin wird ca. 10 Minuten bei
3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Uber-
stand wird sorgfaltig und vollstandig dekantiert. Das
Sediment wird in 3 Tropfen physiologischer Kochsalz-
I6sung resuspendiert. Von dieser Suspension wird ein
Tropfen direkt auf die Mitte eines der beigeflgten Deck-
glaser aufgetragen und auf das Farbfeld gelegt. Mit Hilfe
eines Stiftes kann durch Druck auf die Mitte des Deck-
glases eine gleichméBige Verteilung der Probe bewirkt
werden. Nach etwa 5-10 Minuten ist der Farbevorgang
abgeschlossen und das Praparat kann untersucht wer-
den; bei Raumtemperatur ist es bis zu 5 Stunden nach
der Anfarbung auswertbar.

Auswertung

Die Durchmusterung der Préparate beginnt man zweck-
maBigerweise bei 100facher VergréBerung, um dann an-
schlieBend gezielt markante Zellen bzw. Zellformationen
bei 200-400facher oder mit Olimmersion bei 1000facher
VergroBerung beurteilen zu kdnnen.

Aufgrund der Vitalfarbung erscheinen die angefarbten
Zellen in ihrer naturlichen GréBe, daher werden —im Ver-
gleich mit anderen Methoden — Details besonders der
Kernstrukturen und Kernmembran auBergewdhnlich gut
sichtbar gemacht.
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Testsimplets® allow extraordinarily good differentiation

and classification of nuclear structures, nuclear mem-

branes, chromatin and nucleoli as well as cytoplasmic

structures.

Urinary cytology is useful in:

e all forms of microscopic and macroscopic
haematuria

o refractory cystitis

o cystalgia

@ dysuria of unclear origin

® monitoring after urothelial tumour surgery

® early detection and monitoring of bladder cancer

The criteria for tumour grading are the same as those
used with conventional staining (Papanicolaou and
Pappenheim).

Procedure

The processing of the urine is similar to that for prepa-
ration of a normal urinary sediment: centrifuge the urine
for about 10 minutes at 3000 rpm. Pour off the super-
natant carefully and completely. Resuspend the sedi-
ment in 3 drops of physiological saline. Apply one drop
of this suspension directly to the centre of one of the
cover slips provided and then place the cover slip on the
prestained area of the slide. To ensure even distribution
of the sample it can be useful to press gently on the cen-
tre of the cover slip with a pencil. After about 5 to 10 min-
utes the staining process is completed and the prepara-
tion can be examined; at room temperature the prepa-
ration is stable for up to 5 hours after staining.

Evaluation

Begin by surveying the preparation at a magnification of
x100 and then examine any striking cells or cell forma-
tions at x200 to x400 magnification or at x1000 with oil
immersion.

On account of the vital stain the stained cells appear in
their natural size. In contrast to other methods, details
especially of the nuclear structures and nuclear mem-
brane are therefore extremely well visualized.
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Normale Urothelzelle umgeben von Erythrozyten

Normal urothelial cell surrounded by erythrocytes

Blasenkarzinom G 2, hyperchromatische Kerne, zahlreiche
Kernkorperchen, destruktive Veranderungen im Zytoplasma,
mehrere Leukozyten in der Umgebung

Bladder carcinoma G2, hyperchromatic nuclei, numerous
nuclear bodies, destructive changes in the cytoplasm,
several leukocytes in the surrounding area

Blasenkarzinom G 2, deutliche KerngréBenvarianz,
multiple Nukleolen, Kernplasmarelation zu Gunsten der Kerne
verschoben

Bladder carcinoma G2, marked variation of nuclear size,
multiple nucleoli, nucleus-to-cytoplasm ratio shifted in favour
of the nucleus

Blasenkarzinom G 3, entdifferenzierte Zellen mit groBen Kernen,
Vakuolen und Kernkérperchen

Bladder carcinoma G3, dedifferentiated cells with large nuclei,
vacuoles and nuclear bodies

Blasenkarzinom G 3, teilw. hyperchromatische Kerne,
kleine Zellen, multiple Nukleolen, Kernwandhyperchromasie

Bladder carcinoma G3, nuclei partially hyperchromatic,
small cells, multiple nucleoli, nuclear wall hyperchromasia
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Liquorzytologie

Cerebrospinal fluid cytology

Testsimplets® farbt alle im Liquor auftretenden Zellen.
Im Gegensatz zu konventionellen Techniken, wie z. B.
Sedimentkammerverfahren und Zytozentrifugation, ist
Testsimplets® als diagnostisches Routineverfahren fiir
die Liquorzytologie geeignet:

e schnelle Aufarbeitung und Isolierung der Liquorzellen

® geringes Liquorvolumen (20 pl Nativliquor)

® bereits normale Leukozytenzahlen (3—4 Zellen pro pl)
werden ohne mechanische Anreicherung erfasst

e Gefahr der Zellyse und Zelldenaturierung erheblich
verringert

e erhohter Anteil differenzierbarer Zellen

Durchfiuhrung

Ca. 20 pl des durchmischten Liquors werden auf die
Farbschicht von Testsimplets® aufgetragen. Das Deck-
glas wird unmittelbar danach so auf das Farbfeld gelegt,
dass sich der Liquor nach allen Seiten gleichmaBig ver-
teilt. Mit Hilfe eines Stiftes kann durch Druck auf die Mitte
des Deckglases eine gleichmaBige Verteilung der Probe
bewirkt werden.

Nach 10-15 Minuten Anfarbezeit kann das Praparat dif-
ferenziert werden. Die Differenzierung muss innerhalb
einer Stunde nach Anlegen des Préparates erfolgen.
Bei Lagerung in einer feuchten Kammer bei +4°C
(Petrischale) kann das Préparat bis zur Differenzierung
2 Stunden aufbewahrt werden. Bei Lagerung des Li-
quorpraparates bei —20°C betragt die Haltbarkeit min-
destens 2 Tage.

Auswertung

Die Auswertung des Praparates erfolgt mit Olimmersion
bei 800-1000facher VergréBerung. Bei niedriger Leuko-
zytenzahl werden 25-50, bei hoher 100 bis 200 Leuko-
zyten ausgezahlt. Die untere Erfassungsgrenze der
Methode liegt bei 3—4 Leukozyten pro Mikroliter, also im
Normalbereich.
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Testsimplets® stain all cells occurring in the cere-
brospinal fluid. Unlike conventional techniques, e.g.
sedimentation chamber and cytocentrifugation, Test-
simplets® is suitable for routine cytological testing of
CSF:

@ rapid processing and isolation of the CSF cells

® small volume of CSF (20 pl native CSF)

@ detects even normal leukocytes counts (3—4 cells
per ul) without mechanical concentration

@ considerably less danger of cell lysis and cell denat-
uration

e greater proportion of cells suitable for differentiation

Procedure

After mixing, apply about 20 ul of the cerebrospinal fluid
sample to the prestained area of the Testsimplets® slide.
Then immediately place a cover slip on the slide in such
a way that the CSF is evenly spread in all directions. To
ensure even distribution of the sample it can be useful
to press gently on the centre of the cover slip with a
pencil.

After a staining time of 10 to 15 minutes the preparation
is ready for differentiation. Differentiation must be per-
formed within one hour after preparing the slide.

If the slide is stored in a moist chamber at +4°C (Petri
dish) it can be kept for up to 2 hours before differentia-
tion. If stored at —20°C the CSF preparation is stable for
at least 2 days.

Evaluation

Evaluate the preparation at a magnification of x800 —
x1000 with oil immersion. In preparations with low leuko-
cyte counts 25-50 leukocytes should be counted, in
preparations with high leukocyte counts 100-200. The
lower detection limit of the method is 3—-4 leukocytes per
microlitre, i.e. within the normal range.
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Charakterisierung der Leukozyten
im Liquor

Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten zeigen violettbraune
Kerne bzw. Kernsegmente mit Chromatinverdichtungen
und rétlich bis rosa angefarbtes Zytoplasma mit gelblich-
braunlichen Granula.

Basophile Granulozyten zeigen typisch dunkelviolette
Granula.

Monozyten

Zellen mit groBem exzentrischem, ovalem, nierenférmi-
gem oder gelapptem rotbraunem bis violettem Kern mit
wabiger Struktur. Den Kern umgibt viel rosa-violettes,
korniges Zytoplasma.

Lymphozyten

Zellen mit rundem, teils leicht eingebuchtetem Kern, der
rotviolett bis braunschwarz angefarbt ist, mit deutlich
erkennbaren grobscholligen Chromatinverdichtungen,
umgeben von schmalem bis mittelbreitem rosa bis
violettbraunem Zytoplasma ohne oder mit wenig erkenn-
baren Granula.

Transformierte Lymphozyten unterscheiden sich von
den mit unterschiedlichen KerngréBen vorkommenden
Lymphozyten durch reichliches rosa bis rotbraun ge-
farbtes Zytoplasma mit wenigen dunkler geféarbten
Granula.

Plasmazellen

Zellen, mit groBem rundlich-ovalem randstandigem Kern
von dunkelbrauner Farbe mit radspeichenférmigen Auf-
hellungen sowie viel rotbraun gefarbtem Zytoplasma mit
wabigen Struktureinschlissen.

Characterisation of the leukocytes
in cerebrospinal fluid

Granulocytes

Neutrophilic granulocytes have violet-brown nuclei or
nuclear segments with clumped chromatin. The cyto-
plasm is reddish to pink with yellowish-brownish gran-
ules.

Basophilic granulocytes have typical dark violet gran-
ules.

Monocytes

Cells with a large eccentric nucleus which is oval, kid-
ney-shaped or lobulated and stains red-brown to violet
with a honeycomb-like structure. The nucleus is sur-
rounded by abundant pink-violet, grainy cytoplasm.

Lymphocytes

Cells with a round, sometimes slightly indented nucleus,
which stains red-violet to brown-black, with distinct
coarse chromatin clumping, surrounded by a narrow to
moderately wide rim of pink to violet-brown cytoplasm
without or with scarcely perceptible granules.

In contrast to the lymphocytes with nuclei of different
sizes, transformed lymphocytes have abundant pink to
red-brown cytoplasm with a few darker staining gran-
ules.

Plasma cells

Cells with a large, roundish-oval marginal nucleus that
stains dark brown with a cartwheel pattern of lighter
areas and abundant red-brown cytoplasm with honey-
comb-like inclusion structures.
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Normalwerte Leukozyten*
Normal values for leukocytes™*

Erwachsene/Adults Neugeborene/Neonates

Leukozyten (Lymphozyten) pro pl Liquor

< 8

Leukocytes (lymphocytes) per ul CSF

Weitere mit Testsimplets®
darstellbare Liquorzellen

Monozytenahnliche Zellen
Monozytoidzellen, Makrophagen und Riesenzellen

Liquorraume auskleidende Zellen
Choroid-Plexus-Zellen, ependymale Zellen,

arachnoidale Deckzellen und leptomeningale Zellen.

Gliazellen

Tumorverdéachtige Zellen und Tumorzellen

Erythrozyten

< 32

Further CSF cells that can be shown
with Testsimplets®

Monocyte-like cells
Monocytoid cells, macrophages and giant cells

Cells lining CSF spaces

Choroid plexus cells, ependymal cells, arachnoid
mesothelial cells and leptomeningeal cells

Glia cells

Tumour cells and cells suspicious for cancer

Erythrocytes

* Rick, W. Klinische Chemie und Mikroskopie, Berlin, Heidelberg, New York: Springer, 6. Auflage 1990
* Rick, W. Klinische Chemie und Mikroskopie, Berlin, Heidelberg, New York: Springer, 6" Edition 1990
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GroBer Lymphozyt
Large lymphocyte

Plasmazelle

Plasma cell

Neutrophiler polymorphkerniger Granulozyt

Neutrophilic polymorphonuclear granulocyte

Transformierter und kleiner Lymphozyt

Transformed lymphocyte and small lymphocyte

-

-

Monozyt

Monocyte

Stabkerniger und polymorphkerniger neutrophiler Granulozyt
mit Erythrozyt

Band neutrophil and polymorphonuclear neutrophilic granulo-
cyte with erythrocyte
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Zytologie des Nasenabstriches

Nasal cytology

Testsimplets® eignet sich als einfache und sichere
Screeningmethode, die in der rhinologischen Routine-
diagnostik angewendet werden kann. Bei der Differenti-
aldiagnose der Rhinitis kann schon aufgrund der zytolo-
gischen Untersuchung unterschieden werden zwischen:

® bakteriellen

® viralen

@ atrophischen

@ allergischen und pseudoallergischen Entzindungen

Durchfihrung

Mit einem Wattetrager wird aus dem unteren und/oder
mittleren Nasengang Sekret entnommen. Bei Kindern
kann auch ausgeschnéuztes Sekret zur Untersuchung
verwendet werden. Das Untersuchungsmaterial wird mit
dem Wattetrager auf das Deckglas von Testsimplets®
aufgestrichen oder ausgerollt und leicht auf das Farbfeld
der Objekttrager gedriickt. Die Zeit zwischen Entnahme
des Sekrets und dem Andriicken des Deckgldschens
auf den Objekttrager sollte moglichst kurz sein, da sonst
die Feuchtigkeit fehlt, die zur Anfarbung der Strukturen
notig ist.

Auswertung

Nach 15-20 Minuten Anfarbezeit kdbnnen Zellstrukturen
und Kristalle ausgewertet werden.

Beurteilung

Normalbefund

Im Nasenabstrich eines Gesunden sieht man neben
Epithelzellen mit relativ kleinem Zytoplasma und groBem
Zellkern hauptséachlich Flimmerepithelzellen und Becher-
zellen.

Neutrophile Granulozyten

Der mikroskopische Nachweis von vermehrten Neutro-
philen ist ein Beweis flr eine Rhinitis, z. B. bakteriellen,
viralen oder allergisch superinfizierten Ursprungs.
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Testsimplets® can be used as a simple and reliable
screening method for routine rhinlogical evaluation. In
the differential diagnostic evaluation of rhinitis the cytol-
ogy permits a distinction between:

® bacterial

® viral

® atrophic

@ allergic and pseudoallergic inflammation

Procedure

Collect material from the inferior and/or middle nasal
meatus using a cotton wool swab. With children, mate-
rial obtained by blowing the nose can be used for evalua-
tion. Apply the specimen material to the Testsimplets®
cover slip by spreading or rolling with the cotton swab
and then press the cover slip gently onto the prestained
area of the slide. The time between collection of the ma-
terial and pressing the cover slip onto the slide should
be as short as possible as otherwise there will be insuf-
ficient moisture for staining.

Evaluation

After a staining time of 15-20 minutes cell structures and
crystals can be evaluated.

Interpretation

Normal result

A healthy nasal smear contains epithelial cells with a
relatively small amount of cytoplasm and large nucleus
and otherwise mainly ciliated epithelial cells and goblet
cells.

Neutrophilic granulocytes

Microscopic detection of increased numbers of neu-
trophils is proof of rhinitis which can be of bacterial, viral
or allergic superinfected origin.
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Eosine Granulozyten

,<Eosinophilennester” oder mehr als 30% eosinephile
Granulozyten deuten auf eine anaphylaktische Allergie
oder auf eine Analgetikaintoleranz hin.

Basophile Zellen

Zellen mit basophilen Granula sind geringer vertreten als
Eosinophile. Das Vorhandensein basophiler Zellen, die
entweder basophile Granulozyten oder Mastzellen dar-
stellen, spricht flr eine Rhinitis allergischer Genese.
Basophile Zellen treten weiterhin auf bei gestédrter nasa-
ler Ventilation, z. B. bei Tumoren oder Polypen. Auch bei
tracheotomierten Patienten oder laryngektomierten
Patienten sind Basophile zu finden.

Lymphozyten
Bei akuten viralen Infekten treten vermehrt Lymphozyten
auf.

Riesenzellen und Ziliozytophorie

Mehrkernige Riesenzellen deuten auf einen akuten vira-
len Infekt hin. Bei degenerativen Verédnderungen von
Flimmerzellen mit Zilienabbau wird von einer Ziliozyto-
phorie gesprochen.

Epidermoide Zellen
Bei der atrophischen Rhinitis werden diese Zellen mit
kleinem Zellkern und groBem Zytoplasmahof gefunden.

Kristalle

Zerfallen Eosinophile, so entstehen die spindelférmigen
Charcot-Leyden-Kristalle. Sie sind bei allergischer
Rhinitis und auch bei Analgetikaintoleranz zu finden.
Farnkrautahnliche Kristalle sind bei erhéhtem Natrium-
Kaliumgehalt des Nasensekrets und bei gleichzeitigen
verminderten Kolloidspiegeln zu finden. Diese Verminde-
rung des Schutzfilmes zeigt eine beginnende Schleim-
hautatrophie im Spétstadium chronischer Rhinitiden an.

Eosinophilic granulocytes

The presence of 'nests’ of eosinophils or more than 30%
eosinophilic granulocytes indicates an anaphylactic
allergy or analgesic intolerance.

Basophilic cells

Cells containing basophilic granules are less abundant
than eosinophils. The presence of basophilic cells, either
basophilic granulocytes or mast cells, suggests rhinitis
of allergic origin. Basophilic cells also occur in ob-
structed nasal ventilation, e.g. due to tumours or polyps,
and in patients who have undergone tracheotomy or
laryngectomy.

Lymphocytes
In acute viral infections there are increased numbers of
lymphocytes.

Giant cells and cilial loss

Multinuclear giant cells indicate an acute viral infection.
Degenerative changes in the ciliated cells can lead to
cilial loss.

Epidermoid cells
Small nucleus, large cytoplasm, typically found in an
atrophic rhinitis.

Crystals

Breakdown of eosinophils produces the spindle-shaped
Charcot-Leyden crystals which are found in allergic
rhinitis and analgesic intolerance. Fern-like crystals are
found in nasal secretions with an increased sodium-
potassium content accompanied by reduced colloid
levels. This reduction of the protective film is a sign of
beginning mucosal atrophy in the late stage of chronic
rhinitis.
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Zytologie des Nasenabstriches

Cytology of the nasal smear

& o

Nasenabstrich des Gesunden mit Flimmerepithelzellen, Bakterien im Nasenabstrich
Becherzellen und vereinzelten Granulozyten

Bacteria in the nasal smear
Healthy nasal smear with ciliated cells, goblet cells and
occasional granulocytes

Neutrophile Granulozyten Eosinophile Granulozyten

Neutrophilic granulocytes Eosinophilic granulocytes

Zellen mit basophilen Granula Lymphozyten bei viraler Rhinitis

Cells containing basophilic granules Lymphocytes in viral rhinitis
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Zytologie des Nasenabstriches

Cytology of the nasal smear

Riesenzelle bei viraler Rhinitis Degenerative Veranderungen von Flimmerzellen bei viraler
. . L Rhinitis
Giant cell in viral rhinitis
Degenerative changes in ciliated cells in viral rhinitis

Epidermoide Zellen bei atrophischer Rhinitis Charot-Leyden-Kristalle als untergegangene eosinophile
Granulozyten im Nasenabstrich

Epidermoid cells in atrophic rhinitis
Charcot-Leyden crystals as breakdown products of eosinophilic
granulocytes in the nasal smear
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Spermatozoenfarbung
Spermatozoal staining

Bei der routinemaBigen Erstellung eines Spermiogram-
mes kann Testsimplets® die aufwendige Farbung nach
Papanicolaou ersetzen. Mit Testsimplets® ist die Fér-
bung des frischen Ejakulats mit geringem Arbeitsauf-
wand maglich.

Durchfihrung

Je nach zu erwartender Spermatozoenkonzentration
werden

5yl (bei Spermienkonzentrationen von > 50 mill/ml)
10 pl (bei Spermienkonzentrationen von 10-50 mill/ml)
15 pl (bei Spermienkonzentrationen von < 10 mill/ml)

des verflUssigten Ejakulats auf die Mitte eines Deckglas-
chens aufgetragen und auf das Farbfeld des Objekttra-
gers so gelegt, dass sich das Ejakulat nach allen Seiten
gleichmaBig verteilt. Mit Hilfe eines Stiftes kann durch
Druck auf die Mitte des Deckglases eine gleichmaBige
Verteilung der Probe bewirkt werden.

Die Spermatozoen sind nach ca. 30 Minuten bei Raum-
temperatur schwach angefarbt. Das Préparat sollte je-
doch ca. 2 Stunden bei Raumtemperatur liegenbleiben;
bis dahin ist der groBte Teil der Spermatozoen unbeweg-
lich und die Spermatozoen sind gut angefarbt.
AnschlieBend wird die Differenzierung in normale und
pathologische Formen vorgenommen. Bei Raumtempe-
ratur ist das Praparat mind. 4 Stunden haltbar. Kann eine
mikroskopische Differenzierung erst nach 4-24 Stun-
den durchgefuhrt werden, so ist das Praparat sofort
nach dem Anfertigen im Kuhlschrank aufzubewahren.
Die Spermatozoen sind auch nach 20-24 Stunden bei
+4 °C im Kuhlschrank gut angeféarbt.

Eine Fixierung der Ausstriche durch Einbettung mit
Eukitt ist nicht maglich; die Spermatozoen sind an-
schlieBend nicht mehr differenzierbar.

Auswertung

Die Auswertung erfolgt bei 800—-1000facher VergroBe-
rung mit Olimmersion. Ublicherweise werden 200-500
Spermatozoen pro Praparat beurteilt und nach den
Kriterien fur normale und pathologische Formen in Pro-
zenten dokumentiert.
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In routine semen analysis Testsimplets® can be used in
place of the time-consuming and costly Papanicolaou
staining. Testsimplets® is a labour-saving method for
staining the fresh ejaculate.

Procedure

The amount of liquefied ejaculate needed is dependent
on the spermatozoa concentration:

5yl (spermatozoa concentration > 50 mill/ml)
10 pl (spermatozoa concentration >10-50 mill/ml)
15 pl (spermatozoa concentration < 10 mill/ml)

Apply a drop of the liquefied ejaculate to the middle of a
cover slip and place on the prestained area of the slide
in such a way that the ejaculate spreads evenly in all
directions. To ensure even distribution of the sample it is
useful to press on the middle of the cover slip with a
pencil.

After 30 minutes a weak staining is attainable, however
the preparation should be left to stand at room temper-
ature for about 2 hours until the majority of the sperma-
tozoa have become immobile and well stained.

Then differentiation into normal and pathological forms
is undertaken. The preparation is stable for at least 4
hours at room temperature. If microscopic differentiation
cannot be performed until after 4 to 24 hours the slide
should be refrigerated immediately after preparation.
After 20-24 hours stored in a refrigerator at 4 °C the
spermatozoa are still well stained.

Fixation using Eukitt® is not advisable due to the subse-
quent destruction of the spermatozoa.

Evaluation

Evaluation is performed at a magnification of x800 to
x1000 with oil immersion. Usually 200-500 spermatozoa
per preparation are evaluated and documented in
percent according to the criteria for normal and patho-
logical forms.
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Charakterisierung der Spermatozoen

Die Spermatozoen werden kontrastreich angefarbt. So-
wohl Kopf- als auch Mittelteil und Schwanz sind gut zu
erkennen. Der innerhalb des Kopfteils liegende Kern wird
dunkelpurpur angefarbt. Das Plasma erscheint je nach
Fokussierung orange bis hellviolett. Der Mittelteil er-
scheint bei pathologischer VergréBerung ebenfalls
hellviolett. Der Schwanzteil wird nur schwach angeférbt,
ist aber deutlich zu sehen.

Normalwert

Uber 60% morphologisch normal ausgebildete Sper-
matozoen.

Characterization of the spermatozoa

The spermatozoa stain very well. The head, the mid-
piece and the tail can all be clearly identified. The
nucleus lying within the head stains dark purple. The
plasma appears orange to pale violet depending on the
focus. The mid-piece also appears pale violet if it is
pathologically enlarged. The tail is only lightly stained but
is clearly visible.

Normal findings

More than 60% morphologically normal spermatozoa.

Humansperma mit hohem Anteil normal geformter
Spermatozoen

Human spermatozoa with high proportion of morphologically
normal spermatozoa

Normal geformtes Spermatozoon
a) Akrosom

b) Kern

c) Mittelteil

d) Schwanz

Morphologically normal spermatozoon
a) acrosome

b) nucleus

c) mid-piece

d) tail
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Differentialdiagnostische
Mikroskopie mit
Testsimplets® -
vielfach bewahrt

in Praxis und Labor

Differential diagnostic
microscopy with
Testsimplets® —

well tried in

practice and laboratory
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