NITROBLUE
TETRAZOLIUM (NBT)
REDUKCE

(Postup ¢. 840)

SIGMA-ALDRICH®

POUZITI

Pro  histochemickou demonstraci intracytoplasmmatické redukce NBT
v neutrofilech k identifikaci neutrofilni dysfunkce nebo rozli$eni pyrogenni infekce.? NBT
barvici reagencie jsou uréeny k “diagnostice in vitro”

Park a jeho kolegové' se jako prvni zaslouZili o aplikaci testu redukce neutrofilli pomoci
tetrazolium nitromodie (NBT) jako diagnostické pomucky v rozliSeni hore¢natych stavi
indukujicich bakterie od stavll nebakteridiniho plvodu. Test zahrnuje inkubaci krve
pufrovanym roztokem NBT Natéry se pfipravuji, barvi a vySetfuji mikroskopicky, aby se
stanovilo procento neutrofildl vykazujicich intracytoplazmatické usazeniny formazanu. Toto
procento se obvykle zvySuje pfi bakteridlni infekci.

Nékteré chorobné stavy, zejména ty s metabolickymi defekty neutrofilni
funkce, vykazuji nizké nebo normalni hodnoty testu NBT dokonce i tehdy, je-li pfitomna
bakterialni infekce. Tyto podminky Ize detekovat pomoci modifikace testu NBT zahrnutim
stimulace in vitro fagocytarniho systému. Stimulaci Ize provést pfidanim bakterialnich
kultivaénich filtratd,>® mlécnych ¢astic,*® zymosanu,® endotoxinu,” ve skle,° nebo vysoké
koncentrace heparinu,®'? do inkubaéni smési krve NBT. In vitro stimulace krve z normalnich
jedinct, bez bunéénych nebo humordlnich defektd a bez zhorSeni v granulocytickém
metabolizmu, budou vykazovat zvy$ené procento neutrofilll s obsahem formazanu. Buriky
pacienttl s defekty (napt, chronickd granulamatézni porucha, CGD) nevykazuji pozitivni
odezvu, ani pfi stimulaci.*®*"

Objevila se fada dokladl,>*"**#" které bud potvrzuji nebo odmitaji plivodni pozadavky"
ohledné diagnostické neuzite¢nosti tohoto testu. V prehledu souc¢asného stavu testu NBT v
klinickém diagnostifikovani navrhuje Segal,® coz je téméf hodnota v diagnéze pyrogenni
infekce. Jako odpovéd na tento posudek, poukazali Freeman a King® na to, Ze konfliktni
vysledky riiznych laboratofi mohou vychazet z pouziti chybné standardizovanych modifikaci
plvodniho postupu podle Parka.'

Prokézané technické faktory, které ovliviiuji vysledky testu NBT, jsou:

. Doba a teplota uchovavané krve pfed provedenim analyzy.*"

. Doba a teplota pfi které je krevni smés NBT inkubovana.t*123-%

. Koncentrace heparinu nebo NBT®1231-3

. Kapilarni krev versus Zzilni krev.*®

. Kontakt s umélou hmotou nebo kifemikovym sklem béhem inkubace.*

Pozorované zkuSenosti.™®*

. Kontakt s umélou hmotou nebo nekfemikovym sklem béhem skladovani a inkubace.®
. Odbér do Vacutainer® zkumavek.**

. Pouzita kritéria pro stanoveni bunék jako pozitivni a negativni.22%3

. Pouziti EDTA jako antikoagulantu; vyslednd inhibice odezvy NBT*™

—_

Inhibiéni efekt EDTA se, jak se zda, odstrani, jestlize je test provadén na vrstvach buffy
coat z plné krve za pfitomnosti polymeru sacharézy Ficoll®>.®* Ficoll®
by mél mit ochranny efekt na cytoplazmatickou membranu leukocytll béhem jejich
inkubace s NBT* Pouziti vrstev buffy coat na koncentrované neutrofily, coz zkracuje ¢as
vypoctu, navrhnul rovnéz Patterson® a dalSi.**

Pro potfeby standardizace nabizi Sigma-Aldrich semikvantitativni postup
NBT, zaloZzeny na modifikaci metody Feigina a kol.,'”* ktera je odvozena od referenéni
metody Parka a kolektivu.'

Test NBT se doporucuje jako pomUcka pii:-

1. Identifikaci pacientli s chronickou granulomatézni chorobou nebo podobnymi stavy z
divodu metabolickych defektd neutrofilni funkce.**"'*
2. Rozliseni hore¢natych stavll nebo leukocytéz bakteriaini infekce od nebakteridlniho
plvodu.”"*
. Stanoveni odezvy na terapii antibiotiky."”'"*
4. Sledovani pacientd s vysokou nachylnosti na bakterialni infekci.”®

w

K provedeni testu se heparinizované krevni vzorky inkubuji v pufrovaném roztoku NBT
za peclivé kontrolovanych podminek."""* Potom se pfipravi natéry, barvi se a vySetfuji
mikroskopicky za Ucelem stanoveni procenta neutrofilli vykazuijicich intracytoplazmatické
usazeniny redukované NBT (formazan).

Nestimulované

Normalni neutrofily Malo usazenin formazanu'27-22«-

+ NBT

Stimulované
(in vivo nebo in vitro)

ZvySené procento
usazenin formazanu'71-2040-43

Neutrofily s
metabolickym defektem  Nestimulované

(napf, CGD, atd,) Mélo nebo zadné usazeniny formazanue’"®

+NBT
Stimulované Mélo nebo zadné usazeniny formazanu®”'"®
(in vivo nebo in vitro)
Provadéni  “stimulované” procedury mlze byt uzitetné pfi odhalovani

pfitomnosti vazného neutrofilniho defektu. 611824950

REAGENCIE

LAHVICKA NBT, katalogové ¢. 840-10
NitromodF tetrazolium, 1 mg, lyofilizovand, s fosfatovym pufrem a chloridem sodnym.

HEPARIN(N) , SODNA SUL, katalogové & 840-20
lahvicka z kfemikového skla s obsahem heparinu(N) (porcine), 20 jednotek, pro odbér 1-mL
pIné krve.

SKLENICKY, SKLENENE S VIiCKY, katalogové ¢. 840-50
Silikonizované skleni¢ky pro inkubaci vzorkd.

ACCUSTAIN® WRIGHT BARVIVO, katalogové ¢ WS 10
Barvivo podle Wrighta, 0,3 %, pufrovano pfi pH 6.8, v methanolu.

STIMULANT, katalogové ¢&. 840-15
BakteridIni extrakty (nezivé), lyofilizované.

ULOZENI A STABILITA:

Skladujte lahvicky s NBT v temnu, v lednici (2-8 °C). Skladujte stimulant v lednici
(2-8 °C). Skladuijte heparin a lahvicky pfi pokojové teploté (18-26 °C).

Skladujte barvivo ACCUSTAIN Wright Stain pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Reagencie jsou stabilni po dobu pouzitelnosti uvedené na $titcich.

PRIPRAVA:
ROZTOK NBT se pfipravuje rozfedénim obsahu lahvicky NBT, katalogové ¢. 840-10, s
1,0 mL destilované vody. Nechejte ustat na nékolik minut a potom promichejte.
Rekonstituovany obsah lahvicky je stabilni 1 den, je-li skladovana v lednici (2-8 °C).
ROZTOK STIMULANT se pfipravuje rozifedénim stimulantu, katalogové ¢&. 840-15, s
1,5 mL destilované vody. Michejte az se rozpusti. Uchovavejte pfi teploté pod 0 °C. Roztok
lze zmrazit a rozmrazit vicekrat.

BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bézna bezpecnostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se v8emi mistnimi, statnimi a oblastnimi pfedpisy. Viz
Bezpecnostni list k materialu, ktery uvadi aktudini informace o riziku, nebezpeci a bezpec¢nosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Lahvicky NBT. Upozornéni: Zamezte kontaktu a vdechnuti.

Lahvicky heparinu. Upozoréni: Zamezte kontaktu a vdechnuti. Zasazené organy: Krev

Stimulant. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana/

Roztok Wright Stain je HORLAVY a TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kiizi
a pii poziti. Drazdi o¢i a pokozku. Udrzujte mimo zdrojli zapaleni - zakaz koufeni. Nadobu
uchovavejte tésné uzavienou. Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned lékafskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

EU Prohlaseni o rizicich a bezpeénosti (Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana)

Lahvicky NBT. Zamezte kontaktu s k(izi a o¢ima. Nevdechuijte prach.

Stimulant. Upozornéni: Latka jeSté nebyla zcela otestovana.

Roztok Wright Stain je VYSOCE HORLAVY a TOXICKY. Vysoce hoflavy. Toxicky:
Mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivi vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a
pozitim. Toxicky pfi vdechovani, pii styku s kizi a pii poZiti. Udrzujte mimo zdroji zapaleni
- zékaz koureni. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. V pfipadé nehody nebo pokud se
necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporu€uje se provadét odbér vzorkil v souladu s dokumentem M29-A2 smérice
NCCLS. Zadna znama zkusebni metoda nemiize nabidnout Uplné zajiéténi, Ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou prenaset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkanové
vzorky by mély byt povaZzovany za potencialné infekéni.

Odbér krve nesmi byt proveden vice nez 2 hodiny pfed provedenim testu. Neni-li krev
testovana ihned, Ize vzorky uchovat v lednici.** PouZite umélohmotnou stfikacku pro
venepunkci. Je tfeba zabranit vstupu tkafnovych Stav. Pfed vypuzenim pfesné 1 mL krve do
silikonizované odbérni zkumavky obsahujici 20 jednotek Heparinu (katalogové
¢. 840-20) se opatrné vyjme jehla. Opatrné, av§ak diikladné promichejte, provadéjte pomoci
lehkého sklapéni a “otaceni” lahvi€ky asi po dobu 30 sekund. Zamezte kontaktu krve s
uzavérem.

POTREBNE SPECIALNI MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:
Mikroskop s olejovym objektivem

Pipetovaci nastroje pro pfesné davky mnozstvi poZzadovanych pro test

Vodni lazen, 37 °C

Mikroskopicka sklicka

POZNAMKY:

Jestlize je procedura provadéna na vzorcich normalni krve, méla by odezva byt vyssi.
Pokud tomu tak neni, je reagencie zfejmé zkazena.

Tenké natéry poskytuji vétsi pocet neutrofill, to je zejména dulezité, pokud relativni i
absolutni pocty neutrofilli jsou nizké, coz umozriuje rychlejsi vypocet.

Kazdé laboratof musi stanovit optimélni ¢as barveni.

Dirazné se doporucuje, aby kazda laboratof stanovila sv(lj normalini rozsah. Krev z
normélnich jedincl by se méla provadét obéma popsanymi postupy jako kontrola s kazdou
sérii provadénych testl. Pokud reagenéni systém pracuje spravné, pocet bunék
obsahujicich formazan bude vy3Si nez poCet normalni po stimulaci kontrol bakteridlnim
extraktem.



Kvantitativni odezva klinicky zdravych jedinct ziskana testem se stimulovanym NBT se
vyrazné 1i§i,** coz €ini interpretaci obtiznou. AvSak hodnoty testu NBT jsou obvykle vy$si o
dalsich 10-50 % pozitivnich bunék z divodu pfitomnosti riznych stimulant(.>*** Napfiklad,
nestimulovany vzorek, ktery poskytne 10 % pozitivnich bunék, po stimulaci Ize oéekavat 20 az
60 % pozitivnich bunék. PouZziti stimulantu, katalogové €. 840-15, jak je popsano vyse, by mél
poskytnout vy$Si odezvu v krvi ze zdravych jedincd.

Byly hlaseny zvySené hodnoty, kdyz je plnd krev nahrazena v reakéni smési
mozkomi$nim mokem z pfipadi bakteridinich meningitid,* nebo synovidlnim mazem z
pfipadd pyrogenni artritidy.*® Pouziti jinych nez krevnich télesnych tekutin neni jesté zcela
vyhodnoceno a zatim nelze poskytnout posudek ohledné jejich pouziti s dodavanymi
reagenciemi.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomticka a mély by se
provéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.

POSTUP:

Nestimulované:

Stimulovany test NBT (Uprava pIné krve bakteridlnim extraktem) lze provadét jako
pozitivni kontrolu ve spojeni nebo sou¢asné, nestimulovanym testem NBT za Ucelem detekce
metabolickych defekt(i neutrofilni funkce. Stimulovany test NBT je rovnéz popsan.

Inkubace vzorku a pfiprava natért

1. Umélohmotnou pipetou pfeneste 0,12 mL roztoku NBT do lahvicky, katalogové €. 840-50.

2. Pridejte 0,2 mL dobre promichané heparinizované krve. Sklapénim a “otaéenim” lahvicky
opatné, ale dikladné promichejte. Nepfevracejte lahvicku. Tésné uzaviete.

3. Inkubuijte pfi 37 °C na 10 minut. Vyjméte a nechejte ustat pfi pokojové teploté (18-26 °C)

na dalSich 10 minut.

. Promichejte smés heparinizované krve a NBT opakovanym opatrnym “otaéenim”.

5. Umélohmotnou pipetou pfeneste 50-75 pL smési na Cisté sklenéné podlozni sklo.
POZNAMKA: P piipravé natéru je treba davat pozor, aby se mechanickym plisobenim
neznicily bilé krvinky.

6. Natéry pripravujte stfedné tenké, aby se snizila moznost mechanického poskozeni
bunék obsahujicich formazan, které se stavaji kfehéimi.®** Nechejte natéry uschnout.

7. Upravte natéry barvivem ACCUSTAIN Wright Stain, katalogové ¢. WS 10, nasledujicim
zplsobem:

a. Zavlazte suché natéry 1 mL barviva na 15 sekund.

b. Na navlhéené natéry pridejte 1 mL destilované vody a nechejte ustat
30 sekund (delsi as zvySuje intenzitu zabarveni).

c¢. Proplachnéte ve vodé, nechejte odtéci a vysajte nebo ususte na vzduchu.

IS

Stimulovany:

Tento postup Ize provadét souc¢asné s nestimulovanym testem NBT nebo nasledné po
ném jako pomicku pfi detekovani metabolickych defektli funkce neutrofili (viz Cast
“Pouziti”).

Inkubace vzorku a pfiprava natéra:

1. Preneste 0,1 mL roztoku NBT do lahvicky, katalogové ¢. 840-50.

2. Umélohmotnou pipetou pfidejte 0,05 mL heparinizované krve a 5 pL roztoku stimulantu.
Sklapénim a “ota¢enim” lahviéky opatrné, ale dikladné promichejte. Tesné uzaviete.

3. Pokradujte kroky postupu 3 az 7 jako v “Postupu (nestimulovany)” a pokracujte asti
“Mikroskopické vySetfeni a vypocet”

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

HiaSené hodnoty testu co se tyCe procenta pozitivnich (obsahujicich formazan)
neutrofild.

Mikroskopické vySetreni a vypocet:

Prohlédnéte pomoci olejového objektivu nabarvené natéry a spocitejte 100 nebo vice
neutrofild. Jako pozitivni zaznamenejte takové neutrofily, které vykazuji usazeniny
formazanu. Obcas Ize pozorovat diftizné granurdini zabarveni, ale ve vétsiné pfipadl se
objevi velké, nepravidelné ohnuté, tmavé Cervené az ¢erné intracytoplazmatické inkluze. P
zapogitavani pozitivnich neutrofili se doporucuje postupovat od pfedu dozadu.* Je tfeba
splnit nasleduijici:

1. Neutrofily musi byt celé, s intaktni buné¢nou membréanou.

2. Neutrofily musi byt oddéleny od ostatnich bunék nebo bunééného materialu (s vyjimkou
Gervenych krvinek). Neutrofily pfipojené ve shlucich leukocytl nebo destiGek nelze
zapoditat.

3. Aby se neutrofily daly povazovat za pozitivni, musi obsahovat usazeniny formazanu jako
nepravidelné navrenou jednotlivou hmotu.

4. Zaznamenava se procento pozitivnich 100 nebo vice neutrofil(i.

POZNAMKA: zapogitavaji se pouze neutrofily. Usazeniny formazanu se mohou objevit i
na monocytech nebo shiucich desti¢ek.'#**? Jako dal$i propracovani, je mozno stanovit
procento NBT-pozitivnich neutrofill ve srovnani s celkovym poctem bilych krvinek a
umoznit tak vypocet absolutniho poétu pozitivnich bunék. Feigin a jeho spolupracovnici”
vygenerovali procento NBT-pozitivnich a absolutni po¢et NBT-pozitivnich neutrofilli za
Ucelem vzniku nomogramu pro klasifikaci testovanych pacientd. AvSak pouZiti jejich
publikovaného nomogramu nelze doporuéit, aniz by byla ovéfena presnost aplikace ve
vasi laboratofi.

OCEKAVANE HODNOTY:
Normalni rozsah' 2-17% Pozitivni buriky
Pramér 9% Pozitivni buriky
VétSina védeckych pracovnik(' 2412022404535 yadi prdmérné hodnoty klinicky
zdravych jedincl jako 10 % nebo méné pozitivnich (obsahujicich formazan) neutrofild,
av8ak nékteré vzorky mohou poskytovat hodnoty vys$&i nez 17 %." VétSina pozorovatell
souhlasi'#'2'442 7e procento pozitivnich neutrofilli vétSinou stoupne v pfipadé vyskytu

2-CZ

bakteriaini infekce, jsou-li leukocyty metabolicky normalni. Paterson a Matula® prokazali, ze
vSichni pacienti s bakteriézou vykazuji zvy$ené hodnoty testu NBT.

Normalni nebo nizké hodnoty v nepfitomnosti bakteridlni infekce jsou hlaseny u:
Virovych onemocnéni'2”"
Revmatickych artritid'**
Pulmonarniho embolizmu™
Pacient( s transplantovanou tkani?’
Rakoviny>'
Zen po porodu™¥
Pacient(i po operaci’
Jiné hore¢naté stavy (nebo vykazujici leukocytézu) nebakteridlniho plvodu'27>%

Normélni nebo snizené hodnoty v pfitomnosti bakteridlni infekce jsou hlaseny u:
Mistni infekce”***% (In vitro studie indikuji, Ze neutrofilni odezva vyzaduje stimulaci,
aby byla v adekvatni sile?)
Aplikace kortikosteroidd, fenylbutazonu a imuno-supresivnich prostredk(i s
Ucinnost terapie antibiotiky mize byt indikovana snizenim pozitivniho procenta nékdy
i béhem méné nez 6 hodin'™
Primarni tuberkul6za’"

Metabolické defekty neutrofilni funkce, napfiklad:
Chronicka granulomatézni nemoc*”#1" 424
Neutrofilické nedostatky myeloperoxidazy® nebo glukoso-6-fosfat dehydrogenazy®
Vrozené a ziskané agamaglobulinemie”

Systemnic lupus erythematosus'?*'®

Chorobné stavy vyznadujici se imunnimi komplexy™
Lipochrome histiocytoza’

Chronickd myeloidni leukémie**

Kwashiorkor®®

Diabetes®

VétSina infekci®# 5%

ZvySené hodnoty jsou hlaseny u:
Baktenélnl’ch infekCI’Ww’i‘T13.17721,33A0~42‘53,55.57,55
Nokardie infekce nebo jiné systemické plisiové choroby'25
Rlizné parazitické infekce, véetné malarig“
Miliarni tuberkuléza™*
Tuberkul&rni meningitida”*

ZvySené hodnoty v nepfitomnosti bakteridlni infekce jsou hlaSeny u:

Normalni kojenci, star§i méné nez dva meésice (rovnéz novorozenci a predtasné
narozeni kojenci )75

Téhotenstvi®

Chekiak-Higashi syndrom®

Idiopaticka myelofibréza'*

Osteogenesis imperfecta®

Hemofilie*'

Hodgkinova nemoc a dal$i lymfomy*7©'

Behcetliv syndrom®

Nemoci z&nétu stfev'

Tyfoidni / paratyfoidni imunizace (béhem nékolika hodin)™ 3

Terapie streptokinazy®

Virové meningitidy>

Virové hepatitidy®

Post-dialyza®

Pacienti uzivajici oralni antikoncepci® (nékteré zpravy uvadéji, ze uzivani oralni
antikoncepce nema vliv)**

Infarkt myokardu®

Byly provedeny studie reprodukovatelnosti stejnym technologem na krvi 25 pacientd,
pouzitim popsaného postupu. Reprodukované vysledky vyjadfujici procento pozitivnich
bunék na NBT, jsou v rozsahu od 2-90 %. PouZitim statistické metody nejmensich Etverct
byl ziskan korelaéni koeficient 0,9834 mezi duplikaty.

Pokud se zjisténé vysledky liSi od ocekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spolec¢nosti Sigma-Aldrich za G¢elem konzultace.
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