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Evaluation of sputum smear examination was carried out with smear slides stained by 

the Ziehl-Neelsen method, which were collected from Nepal, Yemen and the Philippines. The 

smear slides were checked macroscopically and microscopically according to the following 

points: 1) smear area size, 2) thickness of smear, 3) evenness of smear, 4) decolourizing 
condition by Ziehl-Neelsen stain, 5) smear cleanness, 6) presence of cells in sputum and 7) 

smear reading accuracy by cross-checking.

As the result of smear slide evaluation, it was concluded that proper sputum specimens 

have been smeared but smears were generally too thin and contaminated with too many 

dirts.

Agreement rate of the slide reading in Nepal, Yemen and the Philippines were 73%, 90% 

and 88% respectively. Disagreement cases were concentrated in the subtle number of acid 

fast bacilli or (•}) and (+) results. The cause of disagreement might be attributed to 

contamination with debris, deposit etc., which hinderd reading or were misread as acid—fast 

bacilli.

Some improvement should be considered to eliminate the dirts, such as filtration of 

carbol fuchsin solution, preparation of proper quantity of carbol fuchsin solution to be 

consumed within three months, mixing the fuchsin stock solution and 5% carbol solution 

just before use, rinsing the mouth before sputum collection, usage of clean sputum container 
and slides, and smearing and drying of the slides within clean environment.

However, in many developing countries there are many difficulties for facilities, 

equipments, system and management. Some of these difficulties may be solved by the

 efforts of laboratory side but some are beyond the limits of their efforts. Under such 

circumstance, there should be limitation in keeping and maintaining the quality of the 

examination.

*From the The Research Institute of Tuberculosis, Japan Anti-Tuberculosis Association,

 Kiyose 204 Japan.
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When evaluation or quality check of smear examination is attempted, the quality must 

be defined taking such background conditions into consideration.

Key words: AFB microscopy, Quality con

trol, Sputum, Sputum smear examination, 

Smear slide evaluation, Tuberculosis
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痰塗抹検査,塗 抹標本評価,結 核

緒 言

結核菌検査は,結 核診断の重要な検査法であるが,特

に喀痰塗抹検査は,開 発途上国では中心的な患者発見法

とな っている1)。そのため患者発見の成否は,検 査の技

術の質にかかっており,人 材の質,量 ともに不足 してい

る途上国ではその技術評価は,技 術のレベル向上に反映

させるためにも重要である。 しか しなが ら,現 状では検

査の改善のための評価法は確立されていない。

喀痰塗抹検査技術は2),大 き く1)喀 痰検体採取,2)

塗抹標本作成,3)染 色,4)鏡 検 の4つ の段階か ら成り

立 っており,そ れぞれの段階の手技が適切に行われてい

なければ技術の質を保っことはできない。

ここでは,途 上国のフィール ド現場か ら集められた標

本をもとに,塗 抹標本作成の現状やその問題点を探ると

ともに,標 本を通 してみた検査の評価を試みた。

材料および方法

用いた塗抹標本検体は,ネ パールおよびイエメンの結

核対策プロジェク ト,フ ィリピンの労働安全対策プロジ

ェク トか ら集められた。ネパールの検体は,1989年6

月～8月 に検査されたもののうち,現 地で抗酸菌陽性と

判定された標本すべてと,抗 酸菌陰性と判定された標本

のうちの約1割 の陰性標本である。イエメンの検体は,

1990年6月 ～7月 に検査 された検体か ら無作為に集め

た標本である。フィリピンの検体は,1990年8月 ～9

月に検査されたすべての標本である。

これらの喀痰塗抹染色標本は,ス ライ ドケースに保管

され東京(結 核研究所)へ 携行された。そして次の点に

ついて,肉 眼および鏡検下でチェックされた。

1)　塗抹標本作成の質

肉眼的に塗抹部分の大きさ,厚 さ,塗 抹の均等性(塗

抹ムラの有無)を 観察 した。塗抹部分の大きさの基準は,

2×1.5～3cmと し,厚 さや均等性にっいては,そ れ

ぞれプ リントされた新聞紙上4～5cmか ら塗抹部分を

通 して文字が見えるか否か,ま た塗抹部分が偏 らずにま

んべんなく喀痰が塗布されているかを目安とした。

2)　染色技術の質

鏡検下(1000倍 総 合倍率)で 塗抹材料部分の脱色に

よる染色分別の度合いを観察 した。染色分別の度合いは,

脱色十分,脱 色不十分,脱 色のしすぎの3段 階に分けた。

また染色液結晶沈殿物,食 物残渣,外 部からの混入物に

よる標本の汚れも観察 した。

3)　検体としての喀痰の質

鏡検下(100倍 総 合倍率)で 好中球の有無を指標とし

て,そ の数 により観察した。数はGecklerの 分類3)を

基 に して,好 中球なし,10個 以下,10～25個,25個 以

上,そ の他不明細胞の5段 階に分類 した。

4)　抗酸菌鏡検の質

評価者が標本の鏡検 クロスチェックを行 った結果を基

準 として,現 地か ら報告 された抗酸菌鏡検結果の一致/

不一致を比較観察した。鏡検結果は,現 地で用いられて

いるものと同じスケールに従 った。すなわち,300視 野

中抗酸菌なし(-),1～2(±),100視 野 に1～9(+),

10視 野 に平均抗酸菌数1～9(廾),各 視野に平均抗酸

菌数1～9(卅),9以 上(卅)と した。ただしネパール

を除いては,陽 性のスケールの分類は(卅)ま でであっ

た。

結 果

1)　標 本 数

Table1に 示すとおり,集 められた検体は,ネ パー

ル71検 体,イ エメン63検 体,フ ィリピン76検 体,総

計標本数 は,210検 体であった。現地における抗酸菌鏡

検結果は,(-)102検 体(49%),(±)5検 体(2%),

(+)51検 体(24%),(廾)32検 体(15%),(卅)19

検体(9%),(卅)1検 体(1%)で あ った。陰性 と陽

性の割合 はそれぞれ49%,51%で あ った。 これら総検

体のなかで,ネ パール群の陽性率の占める割合が他の2

群より高いのは 「材料および方法」の項で述べたように,

検体の集めかたの違いによるものである。

2)　塗抹,染 色,喀 痰の質

塗抹標本の評価結果をチェック項目毎に,Fig.1に

まとあた。

「塗抹の大きさ」について,イ エメン群には大きいサ

イズが60%と 多数を占める一方,小 さいサイズも29%

あ って,適 切な大きさは11%に す ぎないのが注目され

た。他の2群 でも大きいサイズがほぼ30%に み られた。
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(Note) Institutions where smear slides collected and total smear slides. N: Nepal (N=71), Y: Yemen (N=63),
 P: Philippines (N=76)

1Fig.1. Proportion of Evaluation Results for Stained Smears
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Table 1. Number of the Sputum Smear Slides and Report of Examined Results by Institutions

(Note) Reporting Scale: (-): No AFB found/300VF, (•}): 1-2 AFB/300VF, (+): 1-9 AFB/100VF 

(œO): 1-9 AFB/10VF, (™¿): 1-9 AFB/1VF, (•¬): 9•…/VF

「塗抹の厚さ」では3群 を通じて薄すぎる塗抹が多く,

特 にネパール群の標本においては,塗 抹が著しく薄く肉

眼的に塗抹部分を見分けるのが困難なものであった。3

群 のなかで薄い標本の占める割合がフィリピン群に最 も

高 くみられ,ほ ぼ80%が 薄 い塗抹であった。またネパ

ール,イ エメン群にもそれぞれおおよそ60%,50%の

薄 すぎる塗抹がみられた。

「塗抹の均等性」は,フ ィリピン群の標本に不均一が

70%と 目立って高かった。

「染色技術の質」に関 しては塗抹材料部分の染色分別

が適切に行われ,塗 抹材料の無い部分では色素沈着がな

く脱色が適切に行われているかどうかで評価すると,ネ

パール群では80%が 適切に染色されていたが,イ エメ

ン,フ ィリピン群では脱色不十分が37%,42%と 多 く,

適切な染色はそれぞれ52%,42%に す ぎなかった。

「標 本 の汚 染 」 につ い て み る と,ネ パ ー ル,イ エ メ ン

両群の全標本が大小さまざまの染色液の結晶沈殿物や食

物残渣,外 部か ら混入 したと思われるゴミなどによって

標本一面が汚れていた。フィリピン群の標本でさえほぼ

60%が 汚染されていた。

「喀痰の質」を好中球数を算定することによって唾液

と区別 した場合,フ ィリピン群の標本のおおよそ30%

が好 中球25個 以下の材料であった。

3)　抗酸菌鏡検結果の一致と不一致

標 本 鏡 検 結 果 の 一 致 率 と不 一 致 率 の 割 合 は,Fig.2

に示 す とお りで あ る。 一 致 率 は ネパ ー ル,イ エ メ ン,フ

ィ リ ピ ン の3群 で は,そ れ ぞ れ7396(52/71),90%

(57/63),88%(67/76)で あ っ た。

次に不一致例をみると,Fig.3に 示すようにネパー

ルとフィリピン群では,陰 性を陽性と判定 した読みすぎ

例(偽 陽性)が それぞれ18/19(95%),5/9(56%)

が多かったが,イ エメンでは逆に陽性を陰性と判定 した

(Parenthesis indicates the acctual number)

Fig.2 . Proportion of Agreement and Disagreement
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Fig. 3. Disagreement for Negative and Positive

Table 2. Comparison of Reported and Assessed Smear Results

(Note) Agreement cases for positive were enclosed with dotted line.

見落とし例(偽 陰性)が5/6(83%)と 大部分であった。

これ ら3群 の不一致例をみると,評 価者,報 告者がとも

に(±)ま たは(+)と 判 定 している抗酸菌が少ない数

の標本に集中 していた。

また陽性のグレイドによる不一致例をみると,Table

 2に 示すように,現 地の報告者は一般にグレイ ドを低 く

読む傾向がみられた。

さらに鏡検結果の一致/不 一致を塗抹標本評価チェッ

ク項目毎に観察 したものがTable 3で あ る。標本の評

価チェック項目を適切なものと不適切なものとして分け

てみた場合,ネ パール群の陰性に対する塗抹の厚さの鏡

検結果 に有意の差がみられた。すなわち一致の75%が
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Table 4. Number of Cells in Thin Smear Slides

適切な厚 さの標本,ま た不一致の70%が 不適切な厚さ

(薄いまたは厚すぎる)で あった。

考 察

塗抹標本の評価項目から,ネ パール,イ エメン,フ ィ

リピンの3群 に共通 してみ られる塗抹標本の特徴は,

「検体 として適切な喀痰が塗抹されているが,喀 痰塗布

の薄い,ゴ ミの多い標本である」ことがいえる。

これら薄すぎる塗抹標本を検討すると,Table 4に 示

したように,細 胞の存在 しない標本は,わ ずかネパール

群に7例,フ ィリピン群に3例 見 られるのみである。残

りの標本のうち70%強 が好中球25個 以上存在するもの

で,下 気道か ら喀出された痰が塗抹されているといえる。

したがって塗抹の薄さの原因は喀痰検体そのものの質に

よるものではなく,喀 痰部位を選ぶ際に,膿 様部より粘

液部を多 く含めて取っているためではないかと推察され

る。またネパールにおいては,喀 痰塗抹には白金耳の代

わりにヒゴ棒4)を 用いている。そのためスライ ドグラス

上の検体塗抹はていねいに行えるが,塗 抹検体量が十分

ヒゴ棒では取れないことに由来しているのではないかと

考え られる(

菌 の陽性率を考えた場合,塗 抹するには喀痰の質5),

量 とともに喀痰部位の選択が重要である。 しかし,鏡 検

結果の再現性からみると,薄 い塗抹標本に高い一致率が

みられ,適 切な喀痰部位が塗抹されているならば,む し

ろ薄い塗抹が適切 と思われる。

鏡検技術の質の目安 として鏡検結果の一致をみると,

イエメン群が最 も高 く90%,次 いでフィリピン群88%,

ネパ ール群73%で あ った。イエメンとフィリピン群に

は有意の差はなく,フ ィリピンとネパール群には有意の

差がみられた。また一致率を抗酸菌数のグレイ ドまでを

考慮 してみた場合,3群 とも決 して高いとは言えず,抗

酸菌を定性的に確認はするが,定 量的に読む技術が十分

でないことを示唆 している。

全標本中に染色液由来による汚れや外部か らの混入物

によるゴ ミが認め られているに もかかわらず,73～90

%の 一致率がみられた。 このことは,染 色標本の良否が

必ず しも鏡検結果に及ぼす決定的要因ではなく,む しろ

菌を認識する鏡検技術があれば,汚 い染色標本でもある

程度の鏡検成績を得る事ができることが示唆されている。

しか し不一致例をみると,末 パール群には偽陽性が,

(+)に15例,(廾)に2例,偽 陰性が(卅)に1例,

イエメン群には偽陽性が(廾)に1例,偽 陰性が(+)

に3例,(卅)に2例,ま たフィリピン群には偽陽性が

(±)に4例,(+)に1例,偽 陰性が(±)に1例,(+)

に2例,(升)に1例 みられている。(±)-(+)す なわち

300視 野 中抗酸菌数1～2ま たは100視 野 中抗酸菌数1

～9に 集中していることは,恐 らくスライ ド中のゴミの

汚れを抗酸菌と誤認 したり,ゴ ミによる鏡検妨害のため

に菌を見落としたためではないかと思われる。また,こ

れら不一致例のうち,グ レイ ドの大 きい陽性に対する不

一致には
,わ ずかな確率ではあるが,現 地からの結果報

告に結果の転記 ミスの可能性を含むことも考慮されなけ

ればならないであろう。

日常業務中の塗抹検査の効率を上げながら,よ り質の

高い鏡検技術を保っためには,標 本中の染色結晶沈殿物

等のゴミの除去は重要な要素と言える。

塗抹標本の各評価項目の質を上げ,ゴ ミの汚れによる

鏡検の不一致率を下げるための具体的な改善策として,

1)質 の良 いフクシン粉末の選択6),2)フ クシン粉末の

ていねいな溶解 とフクシン染色液の濾過処理,3)3カ

月以内に使い切る量のチール液の調製,ま たはフクシン

原液と5%石 炭酸液を別々に保存 し7),使 用時に必要量

混合す るなど,チ ール液の劣化を防 ぐ工夫,4)患 者の

採痰前のうがい,清 浄な採痰容器やスライ ドの使用,5)

ス ライ ドに十分量 の検体を塗抹する指導,6)ホ コ リや

ゴミのたたない場所での塗抹乾燥,な どがあげられよう。

今回は鏡検一致率の観点から,染 色標本の興味ある知

見がいくつか得られたが,用 いた評価項目が評価に必ず

しもすべて必要であるとは限らないことが示されている。

仮説的に設定 して用いた各評価項目の妥当性や重みづけ

については,今 後の検討課題である。

結核対策に遅れをみせる途上国から,技 術的,経 済的

に先進国的立場にあるわが国に期待される技術援助は増
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える一方である。その中で特に技術移転の占める位置は

高 く重要である。 しか しなが ら,わ が国か ら現地へ行っ

て技術の指導を行いうる要員の絶対数 もその人々が現地

にとどまって技術指導に従事できる時間 も非常に限 られ

ている。

また一方では,技 術指導者や物資などに恵まれない厳

しい環境の中で働く途上国の技術者は,移 転された技術

の向上や維持に相当の努力と熱意が要求され,と もする

と孤立感や挫折感のうちにこれらの努力や熱意が失われ

て しまう傾向にある。

この報告で示 したような塗抹染色標本を通しての技術

評価は,そ れほど費用や時間をかけることなく,途 上国

で働 く検査技術者の技術向上に貢献できるのみならず,

技術移転の成果や問題点,ま たその解決の糸口をより具

体的に見出すことに役立っと思われる。さらに日本か ら

の技術協力 もこのような形でフォローアップまたはアフ

ターケアーを行 うことによって,き め細かい実 り多いも

のとなると考える。

お わ り に

本報で述べたように,現 地からの塗抹染色標本だけを

通 してみても,か なりのことが明らかにされ,初 歩的段

階の塗抹検査の遠隔評価が可能であると思われる。

開発途上国では,検 査室の環境 検査機器具,検 査技

術,検 査室の制度および運営等に多 くの問題を残してお

り,こ れらの要素が複雑に絡み合って検査成績の質に影

響を与えている。検査精度の改善には,検 査室側の努力

によって可能な部分と検査室側の努力の範囲を越える部

分があり,精 度に限界が伴 うことは否めない。 したがっ

て塗抹検査の評価や問題点を把握する際には,現 地の背

景を十分考慮 して行 うことが重要である。

今後開発途上国の塗抹検査の精度(質)を 効率よく評

価するために,評 価項目や基準をさらに検討する必要が

あろう。

稿を終えるにあたり,ご 指導 ご校閲下さいました結

核研究所顧問戸井田一郎先生並びに国際協力部長石川信

克先生に深 く感謝いたします。

(本論文の要旨は,第117回 日本結核病学会関東支部

総会において報告 した。)
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