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Standardizing sputum sample processing

강의 순서



Definition of Sputum 



Definition: Sputum versus Saliva

Dorland's Illustrated Medical Dictionary. Philadelphia, WB Saunders Co., 27th ed., 1988; p.1570.

Definition of sputum

• Sputum, which is defined as expectorated lower respiratory

secretions, is composed of fluid and cellular components,

including macrophages, bronchial epithelial cells and

inflammatory cells.

• The more viscid portions, considered to be sputum, are

usually easy to recognize macroscopically when the sample

is poured into a Petri dish.



Sputum differential cell count observed in healthy subjects

Am J Respir Crit Care Med Vol 162. pp 1172–1174, 2000

J. Vis. Exp. 2017: 130; e56612. doi:10.3791/56612



Sputum inflammatory cell profile of healthy subjects and patients 
suffering from airway diseases

J. Vis. Exp. 2017: 130; e56612. doi:10.3791/56612

(n = 45)

(n = 108)

(n = 54)



BAL cellular patterns in normal adult nonsmokers and in ILD patients

Am J Respir Crit Care Med. 2012; 185(9): 1004–1014



Adequate Sputum Specimen for sputum analysis or culture

• Percentage or number of squamous epithelial cells

◆ 80% before cytospin vs. 20% after cytospin

• Viability

◆ A cell viability of < 40% may affect the Differential Cell Counts.

• Number of neutrophils

◆ Grading system for assessing the quality of sputum samples for culture

• Presence of mucus plug



Grading system for assessing the quality of sputum samples for culture

Murray PR, Washington JA. Microscopic and baceriologic analysis of expectorated sputum. Mayo Clin Proc. 1975 Jun;50(6):339-44.

Lester K. et al. Comparison of Six Different Criteria for Judging the Acceptability of Sputum Specimens. Journal of clinical microbiology, 1982; 16(4): p. 627-631.

• If the total score is 1 and above, the sputum will be cultured, and the specimens will be 
proceeded accordingly. Whereas if the total score is 0 and below, the process of sputum will 
stop. 



Inadequate sputum sample for sputum analysis

• If the percentage of squamous epithelial cells is greater than 
80%, the sample is considered unsuccessful 



Sputum induction and sample processing



환자 진료 목적으로 객담 세포 분석 
검사를 시행하고 있다.

국내 진료 현장에서 객담 세포 분석 검사 수행 현황



연구 목적으로 객담 세포 분석 검사를 
시행하고 있다.



객담세포분석 검사는 병원에 세팅/ 
표준화가 필요한 검사이다.



2,000원/개

1,000원/개

40um pore sized nylon mesh



The utility of sputum analysis

• Sputum ≈ Bronchial washing, ≠ BronchioloAlveolar Lavage

• Supernatant of sputum & expectorants: measure biochemical markers

• Differential count: provide the information about the inflammation status in the airway

• Flow cytometry, Genomics, transcriptomics, Proteomics

• Immunocytochemical staining, In situ hybridization, Microarray



Immunohistochemistry

In situ hybridization with more specific RNA probe

https://www.bdbiosciences.com/ko-kr/learn/applications/immunohistochemistry#Overview
Thorax 2002;57:449–451

PLoS ONE 9(2): e90017.



https://nanohub.org/app/site/resources/2013/05/17915/slides/001.01.jpg

Microarray



Sputum processing method for: entire sputum and selected sputum

DTE: dithioerythritol; DTT: dithiothreitol; 

TCC: total cell count; DCC: differential cell count

Eur Respir J 2002; 20: Suppl. 37, 19s–23s

• The advantage of using the entire expectorate is 
that the technique is quicker to perform.

• 목표 squamous cell contamination: < 20% vs. < 5% 

• There is conflicting data as to whether or not 
differential cell counts (DCCs) differ between the 
two methods. 
- higher eosinophils % in sputum processed by the 
selection method compared to the entire 
expectorate [AJRCCM 1998; 157: 665–668]
- no difference between two methods [ERJ 1996; 9: 
2448–2453]

• Protocols for "Analysis of fluid-phase mediators"



Sputum induction: Standard procedure

• 유도된 객담은 4°C에서 보관하여야 하고, 1-3시간 

내에 객담 처리를 시작하여야 한다. 

• 유도객담검사는 호기산화질소 측정검사, 폐기능

검사, 기관지천식유발시험 등을 먼저 시행하고, 

객담유도를 가장 마지막에 시행하는 것이 좋다.

• 객담유도를 2회 이상 시행하여야 하는 경우 객담

유도 간 최소 24시간 간격을 두는 것이 염증세포 

결과에 있어, 재현성을 높일 수 있다. 

Breathe 2013; 9: 300-306. DOI: 10.1183/20734735.042912

Allergy Asthma Respir Dis 2017; 5(6):307-311. https://doi.org/10.4168/aard.2017.5.6.307





Sputum sample homogenization: entire expectorates

• 유도객담 처리는 세포 수 측정 목적의 경우 실온에서 시행 가능

• 객담 샘플의 부피와 무게를 기록

• 0.1%의 dithiotreitol (DTT)

→개봉하면 5일 이내 실온에서 사용 (UCSF protocol: 4주 이내 사용 가능)

→증류수로 1:9로 희석하여 사용 해야함. 10% sputolysin이라고도 하며 매일 새로 희석하여 사용

→ 1:1 같은 부피로 넣어 이때 균질화를 위해 pipetting 및 vortex를 이용

→실온에서 15분간 rotatory shaker (또는 rocker)로 섞어준다. (5분 간격 sputolysin 추가 가능)



Sample filtration, Total cell count and viability

• 슬라이드 질을 높이기 위해 나일론 mesh (48 μm)에 여과

→국내 구입 가능한 40 μm pore sized nylon mesh 사용 가능

• 세포 생존 여부(viability)를 평가하기 위해 10 μL의 세포 현탁액과 10 μL의 tryptan

blue를 섞어서 염색을 하고 혈구계(hemocytometer counting chamber)를 이용하

여 총 세포의 개수를 센다. 

• 총 세포 수에 대한 생존 세포(cell viability) 수의 분율은 %로 보고한다. 

→신뢰할 수 있는 결과를 얻기 위해 수작업으로 진행할 것을 권장



Hemocytometer and total cell counting (TCC)

1 mm

1 mm

0.1 mm

Volume : 0.1mm3

1 ml = 1 cm3 = 1000 mm3

SIDE VIEW



Dilution factor Vol. of 

Cell 

Solution

Cell count Total viable cells

0.1 ml CS + 

0.1 ml TB (2)
20 ml 23 20 x 2 x 23 x 104 = 9.2 x 106 cells

0.1 ml CS + 

0.3 ml TB (4)
15 ml // 15 x 4 x 23 x 104 = 1.38 x 107 cells

0.1 ml CS + 

0.9 ml TB (10)
10 ml // 10 x 10 x 23 x 104 = 2.3 x 107 cells

TB : Trypan blue

Example

1
 m

m



Centrifugation and storage of supernatant

• 세포와 상층액(supernatant)을 분리하기 위해 원심분리(400×g, 10분)를 하고, 상

층액은 이후의 분석을 위해 따로 분리하여 -80°C에서 보관할 수 있다. 



Cytospin centrifugation, staining and counts

• 여기에서 얻은 세포 침전물을 balanced salt solution (혹은 buffer)에 다시 녹이며, 이때 

세포 농도는 1.0×106 cells/mL로 맞춘다. 이 후 각각의 cytospin에 대략 40–65 μL의 샘플 

(450–650×103 cells)을 분주한다. 

• cytospin 원심 속도는 22×g으로, 6분간 시행할 것을 권장한다.

• 이후 cytospin 슬라이드 염색을 위해 Giemsa 또는 Wright 염색을 이용할 수 있으며 다른 

염색 방법도 가능하다. 감별 세포 계산(differential cell count)을 위해 400–500개의 비편

평세포(nonsquamous cells)를 세면서, 이들 중 호산구, 호중구, 대식세포, 림프구, 기관

지 상피세포의 분율을 퍼센트로 기록한다. 

• 편평세포의 분율도 따로 기록해야 하며, 전체 세포 중 편평세포 분율이 높을 경우

(>20%), 즉 비편평세포가 80% 미만일 경우 감별 세포 계산의 재현성이 낮아지기 때문에 

부적절한 검체로 생각해야 하며, 결과 해석에 주의가 필요하다. 



Cytocentrifugation (Cytospin™)

200,000 cells,
Fisherbrand

filter card

200,000 cells,
Thermo Shandon

filter card





1. 검 사 명: Sputum differential count or neut/eos stain

2. 검사 원리 

3. 검체 채취 및 관리 

4. 시약 및 장비

5. 검사과정

6. 보고 방법

7. 정도 관리: 자체 제작 표준 슬라이드

8. 임상적 의의

9. 참고문헌 





Key points: standardizing sputum sample processing

• ensure complete homogenization of sputum

• filter the sputum to remove excess mucus and debris

• perform a manual Total Cell Count prior to centrifugation 

• count the entire volume of the counting chamber

• prepare cytopsins with an optimum number of cells

• ensure that buffers and stains are optimized

• perform a 400-nonsquamous cell Differential Cell Counts

• report the squamous cells separately

• include positive and negative controls with special stains

• implement a regular quality control system

• use standard operating procedures (SOP) & sputum processing WORKSHEET



객담세포분석 검사는 병원에 세팅/ 
표준화가 필요한 검사이다.

ⓘ Start presenting to display the poll results on this slide.



경청해 주셔서 

감사합니다.



공지 사항

• 11월 7일 저녁: 찰머 선생님 초청 강의 및 meet professor (후원: 베링거) 확정

◆ ROSE definition에 대한 내용과 BCO 환자에서 치료 전략 및 ICS  선별사용의 중요성

◆ 국내연자 1명 (주제/연자 미정)

◆ 연구회 회원분들 포함하여 많은 참석 부탁드립니다.

• 연구자료 활용 및 연구 활성화 위한 온라인 집담회 

• 2024년 7월 4일(목)-6일(토) 7th World Bronchiectasis
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