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  IN-LA٠٥٥: دستورالعملشماره 

   :ابلاغ اولین تاریخ

  : بازنگريتاریخ 

  : بازنگري بعدي تاریخ

  :دستورالعملعنوان 

  دستور العمل نحوه انجام آزمایش هاي که در آزمایشگاه پاتولوژي انجام میشود. - 

 

 

  :دستورالعملهدف 

  فیکساسیون -

  پذیرش-

  برش بافت توسط پزشک پاتولوژي-

  پروسسینگ بافت-

  بلوك بافت-

   برش با میکروتوم-

  فروزن سکشن-

  رنگ آمیزي -

  بایگانی لام و بلوك ها-

  : کاربرد دستورالعملدامنه 

  پاتولوژي - 

  منابع/ مراجع:    

 کتاب شیخ الاسلامیکتاب مرجع:  -

 BANCROFTکتاب  -

 فروزن  –میکروسکوپ  –سایتو سانتر فیوژ  –ست دیسپنسر هات پلیت کولد پلیت –میکروتوم -دستگاه ها شامل: تیشو پروسسور -

انواع کیت -  OG, EA,HEMETOXILIN, EOSINرنگهاي  -سیتریک–کلریدریک  –اسیدنیتریک –الکل  –مواد شامل: گزیلول  -

  چسب فروزن - چسب سیتولوژي -لام ولامل -جار رنگ آمیزيسبد و  -تیشو تک - پارافین - هاي رنگ آمیزي تخصصی

  مسئولیت اجراي این دستورالعمل:

  طیبه والی خانم - 

  قوانین و مقررات مرتبط:

  را بررسی کرده و در دفتر کنترل کیفی ثبت میکنیم. همگی مراحل کار با دستگاه ها -

  تعاریف: 

 نیاز ي به تعریف ندارند.عبارتهاي بکار رفته در این سند کاملا گویا بوده و  -
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  :شرح اقدامات

  فعالیت هایی که باید انجام شود  مرحله

  1ضمیمه   1
 

  بایگانی سوابق:

  نگهداري میشود. سال  15به مدت پاتولوژي کلیه مدارك و سوابق این دستورالعمل در -

  گیرندگان نسخ:

-  -------  

  پیوست ها:

  دارد -

  

  :1ضمیمه 

 پاتولوژي:تکنیکی وش ر

تمام مراحل کاري از ابتداي پذیرش نمونه درآزمایشگاه پاتولوژي تا آماده سازي لام و بررسی آن در زیر میکروسکوپ به عنوان 

 مرحله جداگانه است:  دهشود که شامل روش هاي تکنیکی آسیب شناسی در نظر گرفته می

  فیکساسیون،) 1

 )پذیرش2

 نمونه برداري یا پاس دادن، )3

 غشتگی،آبگیري و آ)4

 گیري،قالب)5

 برش با میکروتوم،) 6

 آمیزي و رنگ )7

  مونتاژ لام و لامل ) 8

  فروزن سکشن)9

 بایگانی)10

 :شوددر ادامه توضیح درباره هریک از این مراحل پرداخته می

  (fixation)فیکساسیون )1

شود. نمونه جراحی آن انجام می (Autolysis)جهت حفظ ساختمان فیزیکی بافت و براي جلوگیري از اتولیز "این مرحله صرفا

شده باید بلافاصله درون ماده فیکساتیو قرار بگیرد. براي این کار باید نوع بافت، درجه حرارت دوران پروسه، زمان فیکساسیون و 

pH لول زنده را هر چه سریعتر کشته و کار برده شده را در نظر داشت. براي مثال مایع پایدارکننده یا فیکساتیو، باید سمحلول هاي به

به سرعت در بافت نفوذ نماید و در صورت امکان ساختمان طبیعی سلول و بافت را تغییر ندهد و همچنین بعضی از مواد نیمه مایع و 

  .) کندgelکلوئیدي را با عمل فیکساسیون تبدیل به مواد نیمه جامد (

آمیزي آن خللی ایجاد نکند. براي انجام این نتخاب کرد که در بافت و همچنین در رنگدر مجموع ماده فیکساتیو را باید طوري ا

معمول ترین فیکساتیو به کار گرفته شده است. زمان ماندن نمونه در فرمالین  %10کار فیکساتیوهاي مختلفی وجود دارد ولی فرمالین 
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 "کند ولی معمولامیلی متر فرمالین داخل بافت نفوذ می 7/2ساعت  4که هر طوري(فرم آلدئید) بستگی به حجم و نوع نمونه دارد به

هایی مانند استخوان، دندان و به طور کلی بافت هایی که دهند. البته لازم به ذکر است نمونهساعت در فرمالین قرار می 24ها را نمونه

 براي مراحل بعدي آماده کرد.ا داراي رسوبات آهکی باشد بایدپیش از فیکساسیون، دکلسیفیه شود تا بتوان آن ر

 دکلسیفیکاسیون به معنی آزادکردن مواد معدنی (کلسیم) از بافت استخوانی و شامل مراحل زیر است:  

  الف) تهیه نسوج ،

  ب) فیکساسیون،

  ج) دکلسیفیکاسیون،

  د) خنثی کردن ،

 ه) شستشو با آب،

 محلول دکلسیفیکاسیون باید داراي خصوصیات زیر باشد:

 الف)کلسیم را به طور کلی از بافت آزاد کند،

 ب) به بافت اصلی آسیبی وارد نکند و

  .آمیزي اختلال ایجاد نکندج)در رنگ

  )پذیرش:2

تمامی نمونه ها با فرم شماره یک هویت بیمار در بخش پاتولوژي پذیرش میشوند. در مورد نمونه هاي ارجاعی این مرکز که شامل 

  اشد با رعایت دستورالعمل نمونه هاي ارجاع که در بخش موجود میباشد ارسال میگردد.میب  IHCبیوپسی کلیه و 

 

 :نمونه برداري یا پاس دادن)3

مناسب باشد. چنانچه نمونه بزرگتر از حد معمول باشد مواد آبگیر مانند  "براي اجراي این مرحله، نمونه باید از لحاظ اندازه کاملا

در آن نفوذ کند و چنانچه خیلی کوچک باشد تهیه نمونه و به دنبال آن برش و تهیه لام و... مشکل تواند گزیلول، الکل و ... نمی

طور کامل گزارش کرد. این مشخصات شامل: حالت، ابعاد، ها باید مشخصات بافت را بهخواهد شد. براي هر کدام از نمونه

از یکدیگر و شناسایی آنها باید شماره نمونه همراه با سال  هاطور براي جداکردن نمونهضخامت، رنگ، ترشحات و... است. همین

وسیله مداد روي کاغذ نوشته و همراه با بافت داخل ظروف مخصوص گذاشته و نمونه را براي مراحل بعدي آماده برداري را بهنمونه

 .کرد

 :آبگیري و آغشتگی )4

شود که شامل دوازده ظرف حاوي محلول هاي ) انجام میTissue Processorاین کار توسط دستگاهی به نام تیشو پروسسور (

  .مختلف است

 وظیفه بر عهده دارد:  3ها این محلول

  الف) آبگیري،

  ب) شفاف کردن و

 ج) آغشتگی با پارافین

 :میلی لیتر است و ترتیب آنها بدین صورت است1000حجم کلی هر ظرف 
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گیرد. (چنانچه این زمان ساعت در فرمالین قرار می 3است. نمونه برش داده شده حدود  %10حاوي فرمالین  2و1ظروف شماره 

شود. مدت زمان قرار گرفتن فرمالین استفاده میاز  هم  2کند ). در بعضی موارد، در ظرف شماره بیشتر باشد اشکالی ایجاد نمی

 یک ساعت است.  2ظرف شماره نمونه در 

 %90الکل  5، ظرف شماره %80الکل  4و ظرف شماره %70الکل  3لکل (متانول) است، ظرف شماره هاي سوم تا ششم شامل اظرف

گیري به آرامی انجام شود. زمان قرار ها این است که آباست. علت صعودي انتخاب کردن این الکل %96الکل  6و ظرف شماره 

کند ولی به علت هزینه اتانول بهتر از متانول آبگیري میها یک ساعت است. به طور کلی گرفتن نمونه در هر کدام از این الکل

شود. در عین حال متانول خاصیت رنگبري هم دارد. این مرحله بسیار مهم است و چنانچه آبگیري با الکل بالاتر، از متانول استفاده می

 د. ها خواهد گردیبه خوبی انجام نشود مراحل بعدي نیز دچار اشکال شده وسبب چروکیدگی بافت

 10و 9انجامد. ظروف گیري آنها به طول میساعت آب4استکه در مجموع  %100حاوي الکل متانول مطلق  8و7هاي ظروف شماره

 سازي بافت و خارج کردن الکل از آن را به عهده دارد.گزیلول است که وظیفه شفاف

درجه سانتی گراد)،  60است و باید به دماي ذوب ( حاوي پارافین است. پارافین در دماي آزمایشگاه جامد  12و11ظروف شماره 

شود. بعد از برسد براي همین منظور دو ظرف آخر داراي المنتی است که باعث تولید حرارت در ظرف و ذوب شدن پارافین می

ارافین در شکاف رسد. پاینکه نمونه داخل پارافین مذاب قرار گرفت. این ماده داخل بافت نفوذ کرده و بافت به حالت آغشتگی می

کند و در دماي آزمایشگاه بافت سفت و سخت شده و قابل برش با میکروتوم خواهد شد. لازم به ذکر است که و درز بافت نفوذ می

 گیري باید یکی باشد.ماده آغشتگی با ماده قالب

خاموش و بالا و پائین و چرخشی و  هاي روشن و)، دکمهTimerهاي خودکار تنظیم زمان (دستگاه تیشو پروسسور مجهز به دکمه

 18حدود  "هاي تنظیم برنامه و تعیین سیکل دستگاه است تا معمولاهایی براي اطمینان از روشن بودن دستگاه و همچینین دکمهچراغ

  .کشد که یک سیکل کامل شودساعت طول می

 : گیريقالب) 5

به  1درجه سانتی گراد داخل فور ذوب کرده و مقداري موم به نسبت  60 گیري باید ماده آغشتگی (پارافین) را در دمايبراي قالب

ها بسیار شکننده شود. در صورتیکه فقط از پارافین استفاده شود قالبگیري محکم استفاده میبه آن اضافه کرد. از موم براي قالب 10

آمیزي و در نهایت گیري، برش و رنگشود که شامل قالبها وارد مسیر جدیدي میخواهند شد. پس از این مرحله کار روي نمونه

گیري قرار داده، هاي آبگیري شده را به وسیله پنست داخل ظرف مخصوص قالبگیري باید نمونهبراي قالبمونتاژ لام و لامل است. 

ها قرار داد. این عمل در اصطلاح کوله ها را روي آنروي آن محلول موم و پارافین ریخت و بعد از گذشت چند دقیقه شماره نمونه

ها تا شروع زمان برش داخل یخچال قرار تر شدن این مرحله قالبی دارد. براي کاملشود و نیاز به دقت کافها نامیده میکردن نمونه

 گیرد. می

 : برش با میکروتوم )6

ها و وسایل شامل: میکروتوم، تیشوفلوت، چراغ مطالعه و براي شروع این مرحله به چند دستگاه جداگانه نیاز است که این دستگاه

 قلم الماس است.

کنند. این اهی است که از آن براي تهیه برش هاي نازك از بافتی که به صورت بلوك در آمده، استفاده میمیکروتوم: دستگ ▪

کنند. در بخش هاي گوناگون است و آن را به دو بخش بیرونی و درونی تقسیم میدستگاه داراي توانایی برش بافت در ضخامت

آید و میله تنظیم میکرومتر، به وسیله دسته میکروتوم به چرخش در میهاي مختلفی تعبیه شده است که درونی دستگاه، چرخ دنده
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میکرون و حتی بالاتر تهیه کرد.  30تا  1توان برش هایی به ضخامت کند. با چرخش دسته میدرجه تنظیمی را به داخل منتقل می

اقوي میکروتوم، پیچ تنظیم کننده زاویه قسمت بیرونی دستگاه شامل دسته، گیره بلوك، پیچ تنظیم زاویه بلوك، جاي نگهدارنده چ

وسیله آن اي تعبیه شده که بهتیغ میکروتوم، درجه میکرومتر و پیچ یا دسته جلوبرنده چاقو به وسیله دست است. بر روي دسته، میله

  .شودوسیله احتمال آسیب به دست یا خراب شدن بلوك کم میتوان دسته را قفل نموده تا کاملا ثابت شود و بدینمی

 تیشوفلوت ●

شود و قسمتی در زیر یا اطراف آن تعبیه شده که محل قرارگیري گرمکن این دستگاه در واقع ظرفی است که در آن آب ریخته می

شود که این دما به پارافین اطراف نمونه بستگی دارد. لازم وسیله کلید کنترل کننده، دماي آب به دلخواه تنظیم میدستگاه است و به

شود. در واقع به وسیله تفلون یا رنگ کوره اي سیاه پوشانده می "ضیح است که داخل ظرف باید تیره باشد. بدین منظور معمولابه تو

 این دستگاه براي برطرف کردن چین وچروك بافت هاي برش خورده است.

ر مناسب و کافی آن از خستگی مفرط چراغ مطالعه: این وسیله بر روي میکروتوم و آب و الکل و تیشوفلوت احاطه داشته و نو ▪

  .کندچشم جلوگیري می

ها را رود. نوك قلم باید از الماس باشد تا بتواند شماره نمونهطور که از نامش پیداست، براي نوشتن به کار میقلم الماس: همان

 طور خوانا روي لام که جنس شیشه دارد حک کند.به

گیري شده را به وسیله هاي قالبیوتکنیک برش با میکروتوم است. در این مرحله نمونههمانطور که گفته شد مرحله پنجم از هست

از نوع دواري است که براي برش بهتر  "ها معمولادهند. میکروتوم موجود در آزمایشگاهمیکرون برش می 5میکروتوم به ضخامت 

از  CO2ها ازنوع انجمادي است. طوریکه گاز میکروتوم ها را حدود یک دقیقه روي یخ قرار داد؛ البته بعضی ازلازم است نمونه

آمیزي رنگ) 6گیرد.خود در انجماد صورت میکند و برش بافتها به طورخود بهداخل محفظه اي آزادشده و این گاز ایجاد سرما می

  : هابافت

 :این مرحله شامل دو نوع روتین و اختصاصی است

شود، روش هاي پاتولوژي به طور معمول و روتین استفاده میي که در آزمایشگاهآمیزآمیزي روتین: روش رنگرنگ)7

 .گیردائوزین است. با این روش هسته سلول رنگ بنفش و سیتوپلاسم رنگ صورتی به خود می -هماتوکسیلین

ها حمام گزیلول موجود است که براي شفاف سازي و از بین بردن پارافین باقی مانده در اطراف بافت 3آمیزي، ابتدا دراین رنگ

ظرف الکل درجه بندي شده قرار  4شود. بعد از گزیلول دقیقه قرار داده می 5ها در هر ظرف گزیلول به مدت شود. نمونهاستفاده می

شود و بعد بلافاصله در ظرف حاوي گذاشته و بعد با آب شستشو داده میدقیقه  1- 2ها را در هر کدام به مدت دارد. نمونه

دقیقه است که این زمان بستگی به تازه یا کهنه بودن رنگ  10-15گیرد. زمان قرار گرفتن در هماتوکسیلین هماتوکسیلین قرار می

فی اطراف آنها پاك شود. بعد از تمیز کردن ها با آب شستشو داده شده و بافت هاي اضادارد. لازم است بعد از این مرحله نمونه

ها را داخل اسید الکل شناور کرده تا رنگ هاي اضافی داخل بافت از بین برود. بعد از اسید الکل نوبت به کربنات کلسیم ها، آنلام

ائوزین است که شود هسته آبی به نظر برسد. ظرف بعدي آمیزي زمینه بافت است و باعث میرسد. وظیفه این محلول، رنگمی

ها را با آب شستشو داده، بعد به ها داخل ائوزین قرار گرفت آنگردد. بعد از چند ثانیه که نمونه باعث قرمز شدن سیتوپلاسم می

ها در هر درجه است و بافت96و  90-80- 70ها هم درجه بندي شده و به ترتیب گیرد. این الکلظرف الکل قرار می 4ترتیب داخل 

شود. زمان ها استفاده میظرف آخر شامل گزیلول است که براي شفاف تر شدن بافت 2گیرد. ثانیه قرار می 3-5د کدام، حدو

 دقیقه است.3-5ها درگزیلول در حدود قرارگیري نمونه
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 .گیردآمیزي هر جزء از سلول رنگ خاصی به خود میآمیزي اختصاصی: در این رنگرنگ

 آمیزي اختصاصی شامل:رنگ

 آمیزي برش هاي انجمادي،گرن ▪

 آمیزي بافت همبندي،رنگ ▪

 هاي دستگاه عصبی،آمیزي نمونهرنگ ▪

 آمیزي براي برخی مواد سیتوپلاسمیک،رنگ ▪

 ها،آمیزي براي آنزیمرنگ ▪

 ها و آمیزي براي میکروارگانیسمرنگ ▪

 آمیزي سیتولوژیک.رنگ ▪

است که هر کدام توسط پزشک معالج درخواست و در آزمایشگاه پاتولوژي  هاي مختلفیهاي اختصاصی داراي روشآمیزيرنگ

 .شودآمیزي مشاهده میظروف رنگ) 5شود. در شکل شماره (بسته به شرایط موجود انجام می

 مونتاژ لام و لامل : )8

د و قطره چسب مخصوص ریخته روي آن یک تا  "ها را خشک کرده و بعد لاملی را که قبلابراي این کارابتدا لازم است پشت لام

تمیز کرده و اجازه داد تا در دماي آزمایشگاه خشک شود. در آخر شماره  "شده، با پنس روي لام قرار داد. بعد اطراف لام را کاملا

اختیار برگه در خواست آنها در  با ها همراهشود. سپس لامها چسبانده میها روي برچسب نوشته شده و با دقت روي لامنمونه

 .پاتولوژیست براي تشخیص نهایی قرار گیرد

 Frozen Sectionبررسی پاتولوژیک بافت به روش )9

روشی است که جراح در حین عمل جراحی براي اطلاع از تشخیص سریع و دقیق نوع تومور (بد خیم یا خوش خیم بودن) و تعیین 

در   Section Frozenکند. ت عمل نقش بسیارمهمی ایفا میکند . بنابراین در این مسیر سرعنوع عمل جراحی درخواست می

شود جهت هاي مختلف مورد استفاده است به عنوان مثال وقتی قسمتی از روده جهت بررسی نوع تومور توسط جراح خارج میزمینه

جلوگیري از عمل مجدد و صرفه  دهد. لذا برايمی Frozenاطمینان از آناستوموز دو انتهاي آزاد روده، جراح درخواست آزمایش 

  .شودجویی در وقت و هزینه و... از این روش تشخیصی استفاده می

شود که روند آمادگی بافت جهت تشخیص پاتولوژیک را کوتاه و به مجموعه عملیاتی گفته می Frozen Sectionبه طور کلی 

آمیزي خاص، تواند با روش هاي رنگها میسلولی مانند چربی کند. به علاوه اجزايزمان تشخیص را براي آگاهی جراح سریعتر می

شود. در این دستگاه ) استفاده میCryostatزیر میکروسکوپ دیده شود. براي انجام این کار از دستگاهی به نام کرایو استیت (

ي شده، قرار دارد. اصول کار بدین بنداورتان عایقمیکروتوم، بافت و چاقو همگی در یک اتاقک با کنترل دما که سطح آن با پلی

شود. قطعه اي از بافت مورد نظر بیمار جدا شده و بلافاصله از اتاق عمل به آزمایشگاه پاتولوژي فرستاده میصورت است که نمونه

از  شود. سپس نمونه در دستگاه قرار داده شده، پسمورد نظر توسط پاتولوژیست از بافت جدا وبراي شروع عملیات آماده می

  .گرددمنجمد شدن براي برش آماده می

میکرومتر تنظیم شود. بعد از برش،  1-50هاي بافتی با مقاطعی به ضخامت تواند جهت بریدن نمونهمی Cryostatهاي میکروتوم

چند ثانیه نمونه در  درجه فیکس کرد، بعد از گذشت 95آمیزي آماده است. براي این کار باید ابتدا نمونه را با الکل نمونه براي رنگ

هاي بعدي است که زمان دقیقه است .کربنات و ائوزین محلول2- 3شود، زمان براي این محلول محلول هماتوکسیلین قرار داده می
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رسد. نمونه در هر می) 95-90-80-70بندي شده (الکل درجه 4ثانیه است. بعد نوبت به  2-3ها حدود براي هر کدام از این محلول

شود و در نهایت براي شفاف تر شدن، نمونه در دو ظرف گزیلول قرارداده شده و ثانیه شناور می 2تا  1ها حدود این محلول کدام از

شود تا روند شود و در انتها جواب آزمایش توسط پاتولوژیست تلفنی به جراح اطلاع داده میبراي مونتاژ و تشخیص آماده می

 صحیح ادامه عمل پیگیري شود. 

 شرح ذیل است:هاي بافتی بهدر بررسی نمونه Frozen Sectionوت روش روتین با روش تفا

اختلاف نماي مرفولوژیک از نظر طرح بافتی و نوع سلولی، بین نمونه فروزن و پرمننت وجود دارد که در ارگانهاي مختلف  )1

 .شدت این موضوع متفاوت است

بیشتر  Frozenها امکان خطاي تشخیص و عدم امکان رسیدن به تشخیص نهایی در روش و سلول هابه دلیل افزایش اندازه هسته )2

 . است

ها شده و امکان تشخیص دقیق فراهم نباشد، به عنوان مثال در این روش ممکن است نوع سلول کاملا شبیه انواع دیگري از سلول )3

  ممکن است ماکروفاژ به شکل اپیتلیال دیده شود.

  )بایگانی: 10

 سال بایگانی میشوند. 15تمامی لام ها بلوکها جوابها و دفاتر ثبت در کمد هاي مخصوص بایگانی به مدت 

  


