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طيور ميكروسكوپي مقاطع تهيه د ر پايد  اري روش اصلاح

چكيده
خلاف بر که طيور است بافتي نمونههاي هستيم تهيه گريبان به دست آن با شناسي آزمايشگاه بافت در غالباً که مشکلاتي از يکي
مجبور و ناچاراً شـده آرتيفکتهاي فراوان حاوي غالباً ميشـود ولي تهيه معمول روش با همان اگرچه حيوانات، سـاير نمونههاي
مشـکل ميرسـد که به نظر آرتيفکتها نوع توجه به با نمي شـود . حاصل نتيجه مطلوب نيز نهايتاً و شـد ه تکرار آن چند ين بار به
پوست، ريه، كليه، بافتهاي طيور، از شناسي بافت مقاطع تهيه روش منظور اصلاح به لذا است. نمونهها کامل  نشدن اصلي پايد ار
نمونهگيري از كشتار پس بلافاصله بالغ سالم بومي طيور فابريسيوس بورس و طحال سـكوم، رود ه، مري، د وازدهم، تهي پيشمعده،
تماميمراحل تهيـه از پايد اري، پس شـد ند. ۱۵ د رصد قرار داده و ۱۰ ،۷/۵ د رصدهاي ۵، با بافر فرماليـن در نمونهها . آمـد بهعمـل
ائوزين هماتوكسـيلين- با ميكرومتري ۶ و مقاطع پذيرفته انجام نمونه ها همـه يكنواخت براي بافتشناسـي به طور معمول مقاطـع
نمونهبرداري و آزمايشات آمد ه بدست از نتايج قرار گرفتند. براي حصول اطمينان مورد مطالعه نوري ميكروسكوپ رنگآميزي و با
درصد كه بهترين د اد نشـان آمد  ه بد سـت گرديد . نتايج تكرار اندام ها همان از قبلي و شـرايط همان با جديد و نمونه هاي د ر مجدداً
د رصد ۷/۵-۱۰ فرمالين با ريه بافت تنها و بود ٪۱۵ فرمالين بافر مورد آزمايش بافتهاي بقيه براي ريه بافت د ر بجز کنندگي پايدار

د اد نتيجه را بهترين

آرتيفكت طيور، شناسي، بافت پايد اري، كليدي: كلمات
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۱۳۸۶ ۷۴، بهار شماره

آبزيان۳ و د  ام امور در

Avian tissue processing and making desired histological slides is one of the major problems in almost all histological 
laboratories. Since the techniques are the same for all animal samples, the avian ones have many more artifacts 
and caused many times repetitions. Considering to the types of artifacts, it seems the major problem was in 
the incomplete fixation of samples, therefore, to modify the routine histological technique  in preparing avian 
tissues, samples of kidney, long, skin, proventriculus, esophagus, deudenum, jejonum, ileum, cecum, spleen and 
bursa of fabricius of heathy mature native hens immediately after slaughter were taken and fixed with 5, 7.5, 
20 and 15 percents of buffer formalin. The remaining histological procedures were similar for all samples, and 
6 μm thick sections were stained with heamatoxylin-eosin staining method and studied under light microscope. For 
more confidence of the result, the experiment was repeated again with new samples and has done with the same 
procedures. The results showed that the best percentage of buffered formalin for all tissues was 15% except the lung 
that was the 7.5-10%.

Key Words: Fixation, Histology, Avian, Artifact

مقدمه
آن روش است. بهترين ــده ش گرفته بكار مختلف ــوج نس و بافتها ــكوپيك مقاطع ميكروس براي تهيه متعد د ي تاكنون روشهاي
منظور مراحل بدين باشد. د اشته در بدن فعال زند ه طبيعي فرم با را اختلاف كمترين ميكروسكوپ زير د ر مطالعه مورد نسج كه است

است. نياز مورد دقيقي تكنيكي كار و طولاني و مختلف
ــا ب گاهي ــود  كه ميش نمونه متعدد در ايجاد آرتيفكتهاي و فراوان ــكالات اش موجب بروز انگاري ــهل س و غفلت ــن كوچكتري
و برش،رنگ آميزي قالبگيري، ــتگي، آغش شفافيت، آبگيري، نمونهبرداري شامل مراحل اين ــود. ميش ــتباه اش حالتهاي پاتولوژيك

.(۲) است لامل چسباند ن
از پايد ار نمونه است. هدف كردن پايدار از مهمترين آنها ولي يكي فراوان است اهميت حائز نمونه تهيه مراحل در همه اين چه اگر
د ستخوش بافتها اينكه از قبل پايداري ــت عمل ميبايس لذا است. زند ه ــج نس ــابه مش فرم به د ائميبافتها نگهداري نمونهها كردن

پذيرد (۵). انجام مرگ از پس بلافاصله يا و جراحي عمل توسط نمونهبرداري از پس گرد ند بلافاصله اتوليز
بهترين ولي شدهاند شناسايي آلد ئيدها مركورها و پيكراتها، اكسيدكنندهها، جمله الكلها، از متعددي كننده هاي پايد ار چه اگر
متقاطع اتصال ايجاد كننده با پايد ار اين .(۲) ايجاد ميكند ــوج نس در را ــالمترين پايد اري س ــترين و بيش زيرا ــت فرم آلدئيد اس آنها
پروتئينها ــاختار س به زيادي ــيب آس متقاطع اتصال اين ــود. مي ش بافت پايداري موجب ليزين، باقيماندههاي بهويژه پروتئينها با
خاصيت ميباشد  . مناسب نيز ــيداز ايمونوپراكس روشهاي آلد ئيد براي فرم نميبرد. لذا بين از را آنها ــيته ژنيس نتيجه آنتي و در نزد ه،
از بافر ميشود. استفاده فرمالين٪۱۰ بافر آلد ئيد بهصورت فرم .(۵) ــت كند اس ــبتاً نس ولي خوب نيز بافت بد اخل فرمالين نفوذپذيري

.(۵) ميكند مي شود جلوگيري نسوج در آهن رنگدانه فرمل- رسوب و ايجاد اتوليز اند اختن جلو كه احتمال اسيد يته ايجاد
مي گيرد ، قرار استفاده مورد بافتشناسي آزمايشگاههاي د  ر طيور و دامي بافتهاي تمامي پايداري براي معمول به طور تركيب اين
ميكروسكوپيك مقاطع تهيه براي بناچار شاخص است. طيور بافتي مقاطع د ر نامطلوبي به ويژه اين و نبود ه مطلوب ــه هميش نتايج اما
جمله چروكيدگي فراوان از آرتيفكت داراي همواره مقاطع گرد د و تمامي مراحل ميبايست تكرار و بارها نمونهبرداري بارها و مناسب،

است. ديگر موارد بسياري و هسته چروكيد گي پوششي، بافتهاي تخريب ،(Shrinkage) سلولي
تغييراتي شد يم آن بر حاضر مطالعه در لذا است نسوج اين پايد اري به مربوط غالباً موارد آرتيفكت نظر مي رسد اين به آنجائيكه از
روش بهترين ــب مناس نتيجه آوردن ــت بدس د ر صورت ــه و مقايس يكديگر با را و نتايج حاصل انجام داد ه پايداري د ر معمول روش د ر

برگزينيم. را
نمود ه پايد ار د رصد ها اين با را طيور مختلف بافت نوع ده و نموده استفاده د رصد متفاوت چهار با فرمالين بافر از منظور اين براي

كرديم. تهيه مقطع و
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۴ آبزيان و د  ام امور در

۱۳۸۶ ۷۴، بهار شماره

آبزيان۵ و د  ام امور در

مقاطع... تهيه  روش پايد اري در اصلاح

كار مواد و روش
روده، ــي ته دوازد هه، مري، معد ه، پيش ــت، پوس ريه، كليه، بافت هاي
كشتار از بلافاصله پس بالغ بومي طيور فابريسيوس بورس و ــكوم، طحال س
،٪۷/۵ ــاي ٪۵، درصده با فرمالين بافر در پايد اري منظور ــه و ب جمعآوري
ــدود اً ۳۰ ح پايداركننده محلولهاي ــم ــدند. حج ش داد ه قرار و ٪۱۵ ٪۱۰
ضخامت نمونهگيري، زمان قبيل از ــرايط تمامي ش و بود ه ــوج نس حجم برابر
استوانههاي از حجم تعيين منظور به بود. يكسان نمونهها همه براي نمونهها
را فرمالين از مکعب متر ــانتي س ۱۰ ابتد ا ــد . بهطوريکه ــتفاد ه ش اس مدرج
آمدن بالا حجم نمونه با آن مي اند اختيم. در را نمونه درون استوانه ريخته و
نمونه برابرحجم ۳۰ به ميزان ــپس س ميشد. مشخص ــتوانه اس در محلول
تماميمشخصات نمونه محتوي ظرف و بر روي کرد ه ــتفاد ه اس فرمالين بافر
يک ــان يکس بهطور نمونهها همه د ر نيز نمونه ها ضخامت ميکرديم. را ثبت
درپايد ار ــاوي مس زمان درمدت نمونهها همه ــد. برداشت ميش متر سانتي

. گرفتند قرار کننده

ــان يكس بطور ــي نيز بافتشناس ــگاه معمول آزمايش روشهاي ــپس س
ــد . گردي تهيه ــي قالبهاي پارافين ــه و گرفت ــام انج ــا ــراي تمامي نمونهه ب
ائوزين ــيلين- هماتوكس با ميكرومتر ۶ ضخامت به ــكوپيك ميكروس مقاطع
تهيه لام هاي شد . داده قرار مورد مطالعه نوري ميكروسكوپ با و رنگآميزي
يك ــدند و هر ميش ــريحي بازبيني مجدد تش علوم دستياران توسط ــد ه ش

ميداد. جداگانهاي ارائه گزارش
د اً مجد فوق آزمايش آمد ه ــت بدس نتايج از اطمينان حصول ــراي ب
يد گرد ــرار تك ــرايط ش همان بالغ بومي با طيور جديد ــاي نمونهه ر د
بهطور تحقيق اين د ر همكاران همه ــط نيز توس ــد ه ش تهيه لامهاي و
از كامپيوتري فتوميكروگراف هايي ــت. گرف قرار ــي مورد بررس جد اگانه

گرديد. تهيه حاصله نتايج

نتايج
الي۸ ۱ درجداول آزمايش مورد بافتهاي ميكروسكوپي مشاهدات شرح

است. آمد ه تفکيک به

شده طيور پايد ار کليه ميکروگراف : فتو ۱ شماره تصوير

د رشتنمائي۴۰۰ برابر. ائوزين، هماتوکسيلين- آميزي رنگ ،٪۱۵ فرمالين در بافر

پايد ار شده در طيور کليه ميکروگراف فتو تصوير شماره۲ :
بافت،  پريدگي رنگ (فلش)، پوششي بافت قاعد ه چروکيدگي ،٪۵ فرمالين  بافر

برابر. درشتنمائي۴۰۰ ائوزين، هماتوکسيلين- آميزي رنگ

پايد ار شده در طيور پوست ميکروگراف فتو تصوير شماره۳ :

د رشتنمائي۴۰۰ برابر ائوزين، هماتوکسيلين- آميزي رنگ ،٪۱۵ بافر فرمالين

در شده پايدار طيور ميکروگراف پوست  فتو : شماره۴ تصوير

برابر. ائوزين، د رشتنمائي۴۰۰ هماتوکسيلين- رنگ آميزي ،٪۷/۵ فرمالين بافر

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

۴ آبزيان و د  ام امور در

۱۳۸۶ ۷۴، بهار شماره

آبزيان۵ و د  ام امور در

بحث
جمله آن از ــه ك موثرند بافتها روند پايداري د ر متعد دي ــاي فاكتوره
ــدرت پايداري، ق ــان زم مد ت آن، غلظت ــد ه، حجم پايداركنن به ــوان ميت
بهترين پايداري نمود. معمولاً اشاره حرارت پايداركنند ه درجه و نفوذپذيري
از pH خنثي ــت آوردن بد س براي ميآيد. ــت بدس خنثي به نزد يك pH در
كوكود يلات و بيكربنات ــفات فس آنها رايجترين ميشود كه ــتفاد ه اس بافرها
زيرا ميكنند بافري د ر pH خنثي فسفات تجارتي را با فرمالين است. معمولاً
كه ميشود آهن فرمالين- رنگدانههاي تشكيل موجب محيط شد ن اسيدي

مي شود. بافت د يد ه رنگ در سياه ذرات بهصورت
است. فراوان اهميت حائز نيز پايد اركننده در بافتها نفوذپذيري قدرت
هر ــت. اس الكل و فرمالين نفوذپذيري قد رت لحاظ از پايداركننده ــن بهتري
زمان لذا و يافته كاهش نفوذپذيري زمان ــد باش كمتر بافت ها چه ضخامت

.(۵) ميشود كوتاهتر پايد اري

ممكن حداقل به شود كه تنظيم طوري ــت پايداركنند ه ميبايس غلظت
زياد فرمالين غلظت د رصد است ۱۰ بصورت درصد فرمالين ــد. بهترين برس
و ايجاد آرتيفكت داشته اثرات تخريب كنند ه و كرده ميتواند معكوس عمل
د رصد اين اما ــت اس درصد فرمالين بهصورت ۱۰ درصد (۵). بهترين نمايد
براي همكاران و Hausmann ــال مث بطور كاربرد ند ارد . ــا بافته براي همه
خوبي نتيجه و نمودند درصد استفاد ه ۴ فرمالين از انسان ريه نمودن پايد ار
جنين قلب نمودن پايدار براي نيز همكاران و Balogh آوردند (۳). ــت بد س
۴ فرمالين Kiernan .(۱) ــد نمودن ــتفاده درصد اس ۴ فرمالين از ــوش خرگ
نميرسد كه به نظر لذا ( ۴) است نموده توصيه بافتها عموم براي را درصد
ما كه نتايجي باشد از جوابگو د رصد ۱۰ بهصورت فقط فرمالين پايد اركنند ه
پايد اري بافتهاي بهترين شد كه داد ه نشان آورد يم ــت بدس تحقيق اين د ر
ده از ــرد. ميگي ــام انج فرمالين از متفاوتي ــاي درصده د ر طيور ــف مختل
پوست، كليه، گرفت بافتهاي قرار بررسي مورد اين تحقيق در كه نمونهاي

در شده پايدار طيور مري ميکروگراف فتو : شماره۵ تصوير

برابر ائوزين، د رشتنمائي۴۰۰ هماتوکسيلين- رنگ آميزي ،٪۱۵ فرمالين بافر

شده در پايدار طيور مري ميکروگراف فتو تصوير شماره۶:

ائوزين، د رشتنمائي۴۰۰ برابر هماتوکسيلين- رنگ آميزي ،٪۵ بافر فرمالين

در شده پايدار طيور سکوم ميکروگراف فتو : شماره۷ تصوير

برابر ائوزين، د رشتنمائي۴۰۰ هماتوکسيلين- رنگ آميزي ،٪۱۵ فرمالين بافر

شده در پايد  ار طيور سکوم ميکروگراف فتو : ۸ تصوير شماره

۳۲ برابر ائوزين، د رشتنمائي هماتوکسيلين- رنگ آميزي ،٪۱۰ بافر فرمالين
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آبزيان۷ و د  ام امور در

فرمالين بافر مختلف د رصدهاي شده با پايدار كليه طيور ميكروسكوپي جدول۱:مشاهدات

ميد هد. نشان را نتيجه بهترين ∗ علامت

بافر فرمالين مختلف درصدهاي شده با پايدار ريه طيور ميكروسكوپي مشاهد ات جدول ۲:

ميد هد. نشان را نتيجه بهترين ∗ علامت

فرمالين بافر مختلف د رصدهاي با شد ه پايدار طيور پوست ميكروسكوپي جدول۳:مشاهدات

ميد هد. نشان را نتيجه بهترين ∗ علامت

مقاطع... تهيه  روش پايد اري در اصلاح

كليهدرصد فرمالين بافت به مربوط مشاهدات
٪ ۵.( ۲ شماره گرد  يده بود(تصوير سلول قاعده سمت چروكيدگي از دچار مجاري ، اپيتليوم شد ه خورد سلول ها و بريده شده مقاطع بريد ه

٪ ۷/۵
ميشد. د يده جمعكننده و د يستال پروكزيمال، مجاري اپيتليوم سلولهاي چروكيدگي

بود. شد ه مسواكي راس از سيتوپلاسم جد ا شد ن منجر به پروكزيمال پوششي مجاري سلولهاي چروكيد گي

٪ ۱۰
خورد شدگي پروكزيمال، مجاري سيتوپلاسم سلولهاي شدگي پاره قاعده، سمت از پروكزيمال مجاري اپيتليوم چروكيد گي

ميشد ديد ه گلومرولي د اخل مزانژيال سلولهاي شكل وضوح عدم و لوبولي بين و قشري جمعكنند ه مجاري سلولهاي

٪ ۱۵∗
بود (تصوير شده بخوبي حفظ مجاري اين سلولي شكل بود. آرتيفكت گونه فاقد هر تقريباً رويت و مجاري بهوضوح قابل اپيتليوم

شماره۱)

پوستدرصد فرمالين به بافت مشاهد ات مربوط

٪ ۵
بسيار لذا و نگرفته صورت آنها رنگ در تفكيك نميشد ند زيرا ديد ه واضح عضلات و همبند ي رشتههاي و اپيدرم پوششي سلولهاي

ميشدند . ديده كمرنگ

٪ ۷/۵
كافي وضوح عضلاني رشتههاي و همبندي رشتههاي بود ولي هم چنان فرمالين ۵٪ بهتر با شد ه پايد ار نمونههاي وضوح بافت از

.( ۴ شماره ند  اشتند (تصوير

٪ ميشد ند.۱۰ د يد ه و بسيار كمرنگ نگرفته رنگ خوب همبند ي رشتههاي

٪ ۱۵∗
سلولهاي سخت، همبندي رشتههاي دستجات را داشتند. وضوح پوششي بهترين بافتهاي سلولهاي بود . داد ه را نتيجه بهترين

.( ۳ شماره ميشد ند (تصوير آرتيفكت د يده و بدون كامل وضوح با همه عضلاني بافتهاي همبندي،

ريهدرصد فرمالين به مربوط مشاهد ات

٪ ۵
در موجود همبندي، عضلاني پوششي، سلولهاي هسته سيتوپلاسم و ولي بود . مشخص همبندي بخوبي و بافتهاي پوششي جزئيات

بنظر ميرسيد . پريد ه و بيرنگ رنگ بافت نگرفته و لذا خوب رنگ ريه بافت

*٪ ۷ /۵
و داشته كامل وضوح ريه مجاري انواع بافتهاي پوششي بود . رسيده حداقل به بافتي ميشد. آرتيفكت د يده بوضوح بافتها جزئيات

ميشد ند. ديده آرتيفكتي هيچ بد ون كه عضلاني و همبندي بافتهاي همينطور آرتيفكت بودند . بدون

٪ ۱۰∗
اين گروه، افزايش د  ر و تنها اختلاف د اشته كامل وضوح سلولها نميشد. د يده آرتيفكتي فرمالين ۷/۵٪ بود. با نتايج مشابه تقريباً

سيتوپلاسم سلولها بود . و هستهها رنگ تفريق

٪ بود.۱۵ سلول ها جزئيات وضوح عدم و سلولها شد ن بريد ه بريده ميشد شامل د يد ه پوششي بافتهاي د ر که آرتيفكتهائي
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۱۳۸۶ ۷۴، بهار شماره

آبزيان۷ و د  ام امور در

فرمالين بافر مختلف د رصدهاي با پايد ارشده طيور معده پيش ميكروسكوپي جدول۴:مشاهدات

ميد هد. نشان را نتيجه بهترين ∗ علامت

فرمالين بافر مختلف د رصدهاي با شد ه پايدار طيور مري ميكروسكوپي مشاهدات جدول۵:

ميد هد. نشان را نتيجه *بهترين علامت

فرمالين بافر مختلف باد رصدهاي طيورپايد ارشد ه باريک رود ه ميكروسكوپي جدول۶:مشاهدات

ميد هد. نشان را نتيجه بهترين ∗ علامت

مريدرصد فرمالين بافت به مربوط مشاهدات

٪ ۵
سيتوپلاسم بازي و اسيد ي رنگ تفكيك نيز غد هاي و پوشانند ه اپيتليوم د ر ند . بود پريد  ه رنگ بسيار و كميگرفته رنگ همبند  ي رشتههاي

. ( ۶ شماره چشم ميخورد (تصوير به عضلاني نيز بافت در مسئله بود همين نگرفته صورت خوب و هسته

٪ ۷/۵
سلولهاي و عضلاني پوششي و بافتهاي در هسته و سيتوپلاسم رنگ تفكيك چه اگر ديد ه ميشدند . كمرنگ همچنان همبند ي رشتههاي

بود. يافته كميافزايش همنبدي

٪ ۱۰
تفكيك عضلاني و پوششي بافتهاي د ر ميرسيدند  ولي نظر پريد ه به رنگ همبندي رشتههاي همچنان

ميشد . د يد  ه خوبي به هسته و سيتوپلاسم رنگ

٪ ۱۵∗
وضوح همبندي و سلولهاي و عضلاني پوششي بافتهاي بود ند. گرفته رنگ بخوبي همبندي رشتههاي بود زيرا شده حاصل نتيجه بهترين

. (  ۵ شماره كافي د اشتند(تصوير

سكومدرصد فرمالين و رود ه تهي دوازدهه، بافتهاي به مربوط مشاهد ات

شده بود.۵ ٪ تخريب آنها راس بويژه كركها ضمن بود ند . د ر نگرفته خوبي رنگ به صاف غد هاي، عضلاني پوششي، سلولهاي سيتوپلاسم

٪ ميشد .۷/۵ د يده در راس بويژه كركها تخريب د اشتند ولي بيشتري وضوح لذا يافته افزايش سلول هاي فوقالذكر سيتوپلاسم پذيري رنگ

٪ ۱۰
هم رئوس كركها د ر تخريب ولي بود هسته افزايش يافته و سيتوپلاسم تفكيك رنگ و بافت موجود در سلولهاي سيتوپلاسم رنگپذيري

.( شماره ۸ ميشد (تصوير ديده چنان

٪ ۱۵∗
حالت پايد اري د سته بهترين در اين نمونهها به حداقل رسيده بود. اگر چه تخريب راس كركها شد ه بود زيرا وضعيت پايد اري حاصل بهترين

ميشد. امتحان بايد اين گروه در نيز فرمالين از بالاتري درصد  هاي ميبايست بنظر مي دادند ولي نشان را
. ( ۷ ميآمد(تصوير شماره بد ست مطلوب تري نتيجه مي شد بريده ميكرون از ۶ كمتر ضخامت با برشها صورتيكه همچنين د ر

معدهدرصد فرمالين پيش مربوط به بافت مشاهد ات

٪ ۵
واضح همبند ي نيز رشتههاي د يده ميشد ند. كمرنگ صورتي بصورت همگي لذا ند و كمرنگ بود موجود بافتهاي تمام هسته سيتوپلاسم و

بود  ند. پريد ه رنگ بسيار و نبوده

٪ ۷/۵
سلولهاي بيرنگ، كاملاً همنبد ي رشتههاي بطوريكه بودند ، نگرفته رنگ خوب همبندي بافتهاي و پوششي مختلف، عضلات بافتهاي

ند  اشتند. را يكديگر وضوح تفكيكي از پوششي بافتهاي و كمرنگ عضلاني
٪ نمي شد.۱۰ ديده بوضوح بافت اين موجود در پوششي سلولهاي انواع سيتوپلاسم د ر رنگ اختلاف كافي ند اشته. وضوح همبندي رشتههاي

٪ ۱۵∗
فوق سلول هاي از يك هر سيتوپلاسم رنگ است. تفكيك قابل ازيكد يگر براحتي مخاطي و زيرمخاطي غدد پوشاننده،ترشحي پوششي سلولهاي

ميد هند . نشان را وضعيت بهترين همبندي بافت هاي و عضلاني سلولهاي شد ه، ازيكديگرتفكيك كاملاً فعاليتشان نوع بنابه
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۱۳۸۶ ۷۴، بهار شماره

آبزيان۹ و د  ام امور در

ــيوس فابريس بورس و طحال ــكوم، س تهيروده، د وازدهه، مري، پيش معده،
بافت ــا تنه و د اد ند ــان درصد نش ۱۵ در فرمالين را پايد اري حالت ــن بهتري
بورس و د اد بدست را بهترين نتيجه ۱۰ درصد درصد و ۷/۵ فرمالين با ريه
نتيجه د رصد نيز ۱۰ فرمالين در ۱۵درصد فرمالين بر علاوه فابريسيوس نيز
و هيستولوژي ــگاههاي آزمايش ــتفاده اس مورد ميتواند نتايج اين خوبي د اد.
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٪۵
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