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“As is our pathology so is 
our practice “
 William Osler



OUTLINE OF MY TALK

• How to send ophthalmic pathology specimen. 

• Techniques used in ophthalmic pathology.

• Stains used in ophthalmic pathology.

• Normal histology of the eye and adnexa.

• Clinicopathological correlation  in few ophthalmic 
diseases 



 Steps in  Histopathology

•  Fixation 
•  Grossing
•  Tissue processing
•  Paraffin embedding
•  Sectioning
•  Staining



 Fixatives used in ophthalmic 
pathology

•  Routine Histopathology : 10% Neutral buffered 
formalin

•  Cytology : 95% Ethyl alcohol
•  Electron microscopy :  2.5% Glutaraldehyde



 Time required for Fixation

•  Corneal Button  : 6 hours
•  Globe or large orbital mass : 24 hours
•  Exenterated specimen : 72 hours



 Transillumination – suspected 
intraocular tumour



 Grossing Area



 Grossing



 Automatic  tissue processor



 Paraffin wax embedding



 Sectioning

 3 to 6 microns



 Cryostat‐ Frozen section 
minus  ‐20 degree



 Basal cell Carcinoma – margin clearance

Frozen section





 Cytospin machine 1000 rpm 
for 5 minutes







Calcofluor stain showing clumps of 
fungus



 Stains used in ophthalmic 
pathology

•  Routine  staining : Haematoxylin and eosin
 Stains for organisms  :
•     Fungus ‐ Gomori Methanamine Silver stain ( GMS )
•     Bacteria  : Gram stain ( Brown Hopps method ) 
•     Acid Fast  Bacilli :  Ziehl  Neelsen stain



 Staining Area



 Haematoxylin and Eosin

Cytoplasm –pink,  Nuclei‐ Blue



 GMS stain for Fungus



Ziehl‐  Neelsen stain showing AFB 



 Special stains
•  Connective tissue  : Masson Trichrome stain
•  Mucin                      : Alcian Blue, Periodic acid  Schiff
•  Iron                          : Pearl’s Prussian Blue
•  Fat                            : Oil O Red
•  Calcium                   : Alizarin Red
•  Amyloid                   : Congo Red



Granular stromal Dystrophy

Trichrome  stain

Hyaline material



Alcian blue Colloidal iron

Macular Dystrophy



 Lattice Corneal Dystrophy



Apple green birefringenceCongo red



Sebaceous gland Carcinoma 

 Haematoxylin and eosin  Oil‐ O‐ red 
(frozen section)



 Normal Histology 
of  Eye



    Normal Lid

Trichrome stain



Normal conjunctiva with goblet cells  

PAS STAIN 



 NORMAL  CORNEA

 Four layers









What is this tumour ?

Cut section of the globe enucleated in a 2 year old child



Retinoblastoma





 Choroidal Invasion

 Optic nerve invasion

Surgical end



Retinoblastoma

• To confirm the clinical diagnosis

• To identify the extent of tumor spread

• To assess the risk for metastasis

• To guide the clinician in the management

Role of Pathologist



Malignant melanoma 
Of choroid

Mushroom‐shaped 
pigmented tumor mass 

Collar stud appearance



Spindle cells

 Epithelioid cells 

  Mixed ( both spindle and 
epithelioid cells)





 24 year old man , axial proptosis



Adenoid 
cystic 
carcinoma

• Cribriform or swiss cheese 
pattern

• Perineural invasion



60 year old man 
 Painless swelling 
in the lid



 Immunohistochemistry

CD 20 ( B cell marker) +VE Non‐ Hodgkin lymphoma



 Conclusion

•  Gold standard in diagnosis
•  Guides clinician in management
     ‐ Intraoperative  : Frozen section
     ‐ Post operative : Tumour extent and invasion
•  Better understanding of the disease by    
clinicopathological correlation

•  Yes, it can be interesting too
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