NITROBLUE
TETRAZOLIUM (NBT)
REDUKTION
(Procedure nr. 840)

SIGMA-ALDRICH®

TILSIGTET ANVENDELSE

Til histokemisk pavisning af intracytoplasmatisk NBT-reduktion i neutrofiler med
henblik pa identifikation af neutrofil dysfunktion og/eller genkende pyrogen infektion.? NBT-
farvningsreagenser er til in vitro diagnostisk brug.

Den forste anvendelse af nitroblue tetrazolium (NBT) neutrofil reduktionstest som en
diagnostisk hjeelp til at skelne bakterie-fremkaldte febertilstande fra febertilstande, der ikke
er fremkaldt af bakterier, tilskrives Park og hans medarbejdere’. Testen omfatter inkubation
af blod med en bufferet NBT-oplesning. Der klargeres udstrygninger, som farves og
undersgges under mikroskop til bestemmelse af hvor stor en procent neutrofiler, der udviser
intracytoplasmatiske formazanaflejringer. Denne procentdel er normalt forhgjet i
bakterieinfektioner.

Visse sygdomstilstande, iseer tilstande, der omfatter metabolismedefekter i
neutrofilfunktionen, udviser lave eller normale NBT-testveerdier, selv om der er aktiv
bakterieinfektion til stede. Sadanne tilstande kan pavises ved at modificere NBT-testen til at
omfatte in vitro stimulering af fagocytsystemet. Denne stimulering kan opnas ved at
inkorporere bakteriekulturfiltrat,?® latexpartikler,*> zymosan,® endotoxin,”® glasplade® eller
heje heparinkoncentrationer **2 i inkubationsblandingen af blod og NBT. In vitro stimulering
af blod fra normale personer uden celle- eller vaeskedefekter og uden svaekket
granulocytmetabolisme vil udvise markant forhgjelse af procentdelen af neutrofiler, der
indeholder formazan. Celler fra patienter med sadanne defekter (f.eks. kronisk
granulomates sygdom, CGD) udviser ikke positiv reaktion, heller ikke ved stimulering.“*®"

Der er publiceret mange artikler**”'*#", der enten bekreefter eller afviser de originale
pastande’ vedrerende denne tests effektivitet i forbindelse med diagnose. | en oversigt over
NBT-testens aktuelle status i klinisk diagnose haevder Segal®, at den ikke er meget veerd i
forbindelse med diagnose af pyrogen infektion. Som svar pa denne kritik peger Freeman og
King® pa, at modstridende resultater fra forskellige laboratorier kan opstd pga. af
manglende standardiserede modifikationer af Parks oprindelige procedure.'

Det er blevet rapporteret, at felgende tekniske faktorer indvirker pa resultaterne af
NBT-testen:

. Opbevaringstiden og den temperatur blod opbevares ved forud for analyse.®™
. Inkubationstiden og den temperatur blod og NBT-blandingen inkuberes ved.512%
. Koncentrationen af heparin eller NBT.612313
. Kapilleerblod i forhold til veneblod.*
. Plastplade i forhold til silikoniseret glasplade under inkubation.*
. Laboratoriepersonalets erfaring.’**
. Silikoniseret glasplade i forhold til ikke-silikoniseret glasplade under opbevaring eller
inkubation.®
8. Indsamling i Vacutainer®-ror.2
9. Kriterier for identifikation af celler som positive eller negative.>!"2#%%
10. Anvendelse af EDTA som antikoagulans, resulterende hzemning af NBT-reaktion.>*
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EDTA’s heemmende virkning synes at udeblive, hvis testen udferes p& buffy coat-
preeparater, der er klargjort af fuldblod ved tilstedeveerelse af Ficoll®, der er en
sucrosepolymer.®* Ficoll® siges at udeve en beskyttende virkning pa leukocytters
cytoplasmatiske membran under deres inkubation med NBT.* Anvendelse af buffy coat-
praeparater for at koncentrere neutrofiler og derved afkorte opteellingstiden er ogsa blevet
foreslaet af Patterson®” og andre.?

Da der er behov for standardisering, anbefaler Sigma-Aldrich en semikvantitativ NBT-
procedure, der er baseret p& en modificering af metoden udviklet af Feigin et al.”*, som er
udledt af Park og hans medarbejderes referencemetode.’

NBT-testen er beregnet som en hjeelp til felgende:

1. Identifikation af patienter med kronisk granulomates sygdom eller lignende sygdomme,
der skyldes metabolismedefekter i neutrofilfunktion.*®'"*

2. Differentiering mellem febertilstande og/eller leukocytose fremkaldt af bakterieinfektion
og febertilstande ikke er fremkaldt af bakterier.'”""*®

3. Bestemmelse af reaktion pa antibiotisk behandling.'271"*®

4. Overvagning af patienter med stor risiko for bakterieinfektion.”®

Testen udferes ved at inkubere hepariniserede blodprever sammen med en bufferet
NBT-oplesning under omhyggeligt kontrollerede betingelser.""** Dernaest klargeres
udstrygninger, der farves og undersgges under mikroskop for at bestemme hvor stor en
procentdel af neutrofiler, der udviser intracytoplasmatiske aflejringer af reduceret NBT
(formazan).

Ustimuleret test
Normale neutrofiler

+ NBT

Fa formazanaflejringer' 72244

Stimuleret test
(in vivo eller in vitro)

Forhgjet procent
formazanaflejringer'2”.17204-4

Neutrofiler med
metabolismedefekt
(f.eks. CGD osv.)

+ NBT

Ustimuleret test . . -
F& eller ingen formazanaflejringer®”'"*®

Stimuleret test
(in vivo eller in vitro)

Fa eller ingen formazanaflejringers”'*

Resultaterne af en “stimuleret” procedure kan veere nyttig til pavisning af
tilstedeveerelse af en spontan neutrofildefekt. 6" 18424050

REAGENSER

NBT-HATTEGLAS, katalognr. 840-10
Nitroblue tetrazolium, 1 mg, fryseterret, med fosfatbuffer og natriumklorid.

HEPARIN(N), NATRIUMSALT, katalognr. 840-20
Silikoniserede haetteglas med heparin(N) (porcin), 20 enheder, til indsamling af 1 ml fuldblod.

HETTEGLAS MED LAG, katalognr. 840-50
Silikoniserede heetteglas til inkubation af prover.

ACCUSTAIN® WRIGHT-FARVESTOF, katalognr. WS 10
Wright-farvestof, 0,3 %, bufferet ved pH 6,8, i methanol.

STIMULANS, katalognr. 840-15
Bakterieekstrakter (ikke-levedygtige), fryseterrede.

OPBEVARING OG STABILITET:

NBT-heetteglas opbevares i marke i kaleskab (2—8 °C). Stimulans opbevares i koleskab
(2-8 °C). Heparin og heetteglas opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C).

ACCUSTAIN Wright-farvestof opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C). Stabilt indtil
udlgbsdatoen, som er angivet pa etiketten.

KLARGQRING:

NBT-OPL@SNING klargeres ved at rekonstituere NBT-haetteglas, katalognr. 840-10,
med 1,0 ml destilleret vand. Lad oplgsningen sta i nogle fa minutter, og bland den dernaest
godt. Rekonstituerede heetteglas er stabile i 1 dag ved opbevaring i keleskab (2-8 °C).

STIMULANSOPLJSNING klargeres ved at rekonstituere stimulans, katalognr. 840-15,
med 1,5 ml destilleret vand. Ryst blandingen, sa den oplases. Opbevares ved temperatur
under 0 °C. Oplesningen kan fryses og optaes flere gange.

FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved handtering af laboratoriereagenser skal felges. Ved
kassering af affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes. Der henvises til
materialesikkerhedsdatabladet angdende opdaterede oplysninger om risici, fare eller
sikkerhed.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserklaeringer

NBT-haetteglas. Advarsel: Undga kontakt og indanding.

Heparinheetteglas. Advarsel: Undga kontakt og indanding. Malorgan: blod.

Stimulans. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Wright-farvestofoplesning er BRANDFARLIG og GIFTIG. Giftig ved indanding, ved
hudkontakt og ved indtagelse. Irriterer gjnene og huden. Holdes veek fra anteendelseskilder —
rygning forbudt. Emballagen skal holdes teet lukket. Baer passende beskyttelsesbeklaedning
og -handsker. Ved ulykkestilfeelde eller ildebefindende ber der omgaende soges leegehjeelp
(vis etikken hvis det er muligt).

Risiko- og sikkerhedserklzeringer i EU (Advarsel: Stofferne er endnu ikke fuldt ud testet).
NBT-heetteglas. Undga kontakt med huden og gjnene. Undga indanding af stov.
Stimulans. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Wright-farvestofoplesning er MEGET BRANDFARLIG og GIFTIG. Meget brandfarlig.
Giftig: fare for alvorlig varig skade for helbred ved indanding, ved hudkontakt og ved
indtagelse. Giftig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Holdes vaek fra
antaendelseskilder — rygning forbudt. Emballagen skal holdes taet lukket. Ved
ulykkestilfeelde eller ildebefindende ber der omgaende sages leegehjeelp (vis etikken hvis
det er muligt). Beer passende beskyttelsesbeklaedning og -handsker.

PROCEDURE

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at proveindsamling sker i henhold til NCCLS-dokumentet M29—A2. Der
er ingen kendt testmetode, som kan give fuldstaendig sikring af, at blodprever eller veev ikke
overfarer infektion. Derfor skal alle blodderivater eller vaevspraver behandles som potentielt
infektigse.

Blod ber indsamles hgjst 2 timer, for testen udferes. Hvis proven ikke analyseres
omgaende, skal den opbevares i kaleskab.®** Der anvendes plastsprojte til venepunktur.
Indfering af veevsveesker skal undgas. Nalen tages af sprejten, inden der forsigtigt uddrives
preecist 1 ml blod i et silikoniseret haetteglas med 20 enheder heparin, katalognr. 840-20.
Bland indholdet forsigtigt og omhyggeligt ved at vippe haetteglasset lidt og “rulle” det i ca.
30 sekunder. Blodet ma ikke rere haetten.

S/AERLIGE NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDFQLGER:
Mikroskop med olieimmersionslinse

Pipetter til tilseetning af ngjagtige meengder, der er pakraevet til analysen
Vandbad, 37 °C

Mikroskopobjektglas

BEMARKNINGER:

Nar proceduren er udfert, skal der opnas en forhgjet reaktion ved at anvende
reagenset pa en normal blodprgve. Hvis det ikke sker, kan reagenset veere nedbrudt.

En tyk udstrygning giver et sterre antal neutrofiler. Dette er iszer vigtigt, nar det relative
og absolutte antal neutrofiler er lavt, s opteellingen gar hurtigere.

De enkelte laboratorier skal etablere deres egen optimale farvningstid.

Det anbefales, at de enkelte laboratorier etablerer deres eget referenceomrade. Blod
fra normale personer ber analyseres efter begge de beskrevne procedurer som kontroller
ved hver testserie, der udferes. Hvis reagenssystemet fungerer tilfredsstillende, stiger
antallet af celler, der indeholder formazan, til over det normale efter stimulering af kontrollen
med bakterieekstrakt.

Den kvantitative reaktion hos klinisk raske personer, der opnas med den stimulerede
NBT-test, varierer i veesentlig grad,?® hvilket vanskeligger fortolkning. Men NBT-testvaerdier
stiger normalt til yderligere 10-50 % positive celler ved tilstedeveerelse af diverse
stimulanser.>**#* En ustimuleret prove, som gav 10 % positive celler, kan forventes at give



20-60 % positive celler efter stimulering. Anvendelse af stimulans, katalognr. 840-15, som
beskrevet ovenfor, skal give en forhgjet reaktion i blod fra raske personer.

Der er blevet rapporteret forhgjede veerdier, nar fuldblod i reaktionsblandingen
erstattes med cerebrospinalveeske fra tilfeelde af bakteriemeningitis,” eller med
synovialveeske fra tilfeelde med pyrogen arthritis.*®* Anvendelse af andre legemsvaesker end
fuldblod er ikke blevet fuldt ud vurderet, og der kan ikke pa nuvaerende tidspunkt gives en
bedemmelse af anvendelse af sddanne sammen med de medfelgende reagenser.

De data, som opnas via denne procedure, tjener kun som hjeelp til diagnosticering og
skal gennemses i forbindelse med andre kliniske diagnostiske tests eller oplysninger.

PROCEDURE:
Ustimuleret test:

En stimuleret NBT-test (behandling af blod med bakterieekstrakt) kan udferes som en
positiv kontrol sammen med eller efter denne ustimulerede NBT-test for at pavise
metabolismedefekter i neutrofilfunktion. Den stimulerede NBT-test beskrives ligeledes.

Inkubation af prove og klargering af udstrygninger:

1. Overfer 0,12 ml NBT-oplgsning til et heetteglas, katalognr. 840-50, med en plastpipette.

2. Tilseet 0,2 ml velblandet hepariniseret blod. Blandes forsigtigt, men godt, ved at vippe

heetteglasset lidt og “rulle” det. Heetteglasset ma ikke vendes. Seet laget godt pa.

3. Inkuber ved 37 °C i 10 minutter. Tag haetteglasset ud af inkubatoren, og lad det st& ved
stuetemperatur (18-26 °C) i yderligere 10 minutter.

. Bland den hepariniserede blod og NBT-blanding igen ved at “rulle” glasset forsigtigt.

. Overfar 50-75 pl af blandingen til et rent objektglas af glas med en plastpipette.
BEMAERK: Det skal udvises omhu, sd& mekanisk skade pa hvide blodlegemer
minimeres under klargering af udstrygning.

6. Udstrygningen skal veere ret tyk for at reducere mekanisk skade p& celler, der

indeholder formazan, som bliver mere skrgbelige.** Lad udstrygningen luftterre.

7. Behandl udstrygningen med ACCUSTAIN Wright-farvestof, katalognr. WS 10, pa

felgende made:

a. Heeld 1 ml farvestof over den terre udstrygning i 15 sekunder.

b. Heeld 1 ml destilleret vand over udstrygningen, der er overhzeldt med farvestof, og lad
den sta i 30 sekunder (laengere tid ager farvens intensitet).

c. Skyl udstrygningen med vand, lad den dryppe af, og dup den ter, eller lad den
lufttarre.

o

Stimuleret test:

Denne procedure kan udferes samtidig med eller efter den ustimulerede NBT-test som
en mulig hjeelp til pavisning af metabolismedefekter i neutrofilfunktion (jf. afsnittet “Tilsigtet
anvendelse”).

Inkubation af prove og klargering af udstrygninger:

1. Overfor 0,1 ml NBT-oplasning til et heetteglas, katalognr. 840-50.

2. Tilseet 0,05 ml hepariniseret blod og 5 pl stimulansoplgsning med en plastpipette.
Blandes forsigtigt, men godit, ved at vippe haetteglasset lidt og “rulle” det. Saet laget godt
pa.

3. Fortseet med trin 3-7 , som anvist i afsnittet “Procedure (ustimuleret test)”, og ga
dernzest videre som anvist i afsnittet “Undersegelse og opteelling under mikroskop”.

RESULTATKARAKTERISTIKA

Testveerdier rapporteres som procent positive (formazan-holdige) neutrofiler.

Undersggelse og optzelling under mikroskop:

Scan den farvede udstrygning med olieimmersionslinse, og opteel i alt mindst

100 neutrofiler. Noter de neutrofiler, der udviser formazanaflejringer, som positive. De kan

lejlighedsvist fremsta diffust granuleere, men forekommer hovedsageligt som store,

uregelmaessige, marklilla til sorte intracytoplasmatiske inklusioner. Nar neutrofiler opteelles
som positive, anbefales det at rette sig efter de betingelser, der er fastsat af Feigin®. De
omfatter felgende:

1. Neutrofilen skal veere hel med intakt cellemembran.

2. Neutrofilen skal veere isoleret uden kontakt med andre celler eller cellemateriale (bortset
fra rode blodlegemer). Neutrofiler i leukocyt- eller trombocytklumper skal ikke teelles
med.

3. Neutrofilerne skal indeholde formazanaflejringer, der fremstar som store,
uregelmaessige, diskrete masser, for at blive betragtet som positive.

4. Den positive procentdel af mindst 100 optalte neutrofiler noteres dernaest.

BEMARK: Kun neutrofiler opteelles. Der kan ogsa forekomme formazanaflejringer i
monocytter eller i trombocytklumper.™**"** Desuden kan procent NBT-positive neutrofiler
bestemmes samtidig med teelling af totalt antal hvide blodlegemer og differentialtaelling
til beregning af det absolutte antal positive celler. Feigin og hans kolleger” anvendte
procent NBT-positive og absolut antal NBT-positive neutrofiler til at udvikle et nomogram
til forelebig patientklassificering. Vi kan imidlertid kun anbefale, at deres offentliggjorte
nomogram anvendes, hvis det kan pavises i laboratoriet, at det kan anvendes med
ngjagtighed.
FORVENTEDE RESULTATER

Normalomrade™ 2-17 % Positive celler
Middelveerdi 9 % Positive celler

De fleste forskere'se20224048535 rgnporterer, at middelveerdier for klinisk raske
personer er hgjst 10 % positive (formazan-holdige) neutrofiler, selv om visse prover kan
give veerdier helt op til 17 %." De fleste forskere er enige om,'21"24% at antallet af positive
neutrofiler normalt ages ved tilstedeveerelse af bakterieinfektion, forudsat at leukocytterne
er metabolisk normale. Paterson og Matula? fandt, at alle patienter med bakteraemi udviser
forhgjede NBT-testveerdier.

Normale eller lave veerdier ved fraveer af bakterieinfektion rapporteres ved:
Virussygdomme'2""
Rheumatoid arthritis'**
Lungeemboli®
Hos patienter med veevstransplantation®”
Cancer™
Hos kvinder post partum”*
Hos patienter efter en operation’
Andre febertilstande (eller tilstande der udviser leukocytose), der ikke er forarsaget af
bakterier'271s18
Normale eller lave vaerdier ved tilstedeveerelse af bakterieinfektion rapporteres ved:
Lokalinfektioner™'*%*% (in vitro undersggelser indicerer, at neutrofilreaktion kreever, at
stimulus skal veere af passende styrke?)
Tilforsel af korticosteroider, fenylbutazon og immunsuppressive midler# 45
Antibiotisk behandling, hvor virkningen kan indiceres ved en reduktion af procent
positive, somme tider i under 6 timer™
Primeertuberkulose’"

Metabolismedefekter i neutrofilfunktion, sdsom:
Kronisk granulomates sygdom®7#1"44°
Neutrofil mangel pa myeloperoxidase® eller glukose-6-fosfatdehydrogenase®
Kongenit og akvisit agammaglobulinaemi”
Systemisk lupus erytematosus'2°'
Sygdomstilstande, der er karakteriseret ved immunkomplekser'®
Lipokrom histiocytose’
Kronisk myeloid leukaemi‘*
Kwashiorkor®
Diabetes®
Overveeldende infektioner?2 545

Forhgjede vaerdier er blevet rapporteret ved:
Baktel’lelnfektlonel"3‘7‘3 17-21,33,40-42,53,55,57,58
Nocardiainfektioner og andre systemiske svampesygdomme'?s”
Diverse parasitinfektioner, inkl. malaria***
Milieer tuberkulose™"
Tuberkulgs meningitis”*

Forhgjede vaerdier ved fraveer af bakterieinfektion er blevet rapporteret ved:

Normale spaedbern under to maneder gamle (ogsd nyfedte og for tidligt fodte
spaedbrz;rn)”““s“

Graviditet®

Chekiak-Higashi-syndrom®

Idiopatisk myelofibrose'*

Osteogenesis imperfecta®'

Haemofili®'

Hodgkins sygdom og andre lymfomer*¢'

Behcets syndrom®

Inflammatorisk tarmsygdom™

Tyfus-/paratyfusvaccination (i lebet af nogle f& timer)' 3

Streptokinasebehandling®

Virusmeningitis*

Virushepatitis®

Efter dialyse®

Patienter, som tager orale antikonceptionsmidler® (nogle rapporter indicerer, at orale
antikonceptionsmidler ingen pavirkning har)*+

Myokardieinfarkt®

Reproducerbarhedsundersogelser blev udfert af samme tekniker med blod fra
25 patienter efter den beskrevne metode. Duplikatresultater, udtrykt som procent positive
NBT-celler, var 2-90 %. Efter de mindste kvadraters metode gav det en korrelations-
koefficient pa 0,9834 mellem duplikater.

Hvis de observerede resultater afviger fra de forventede, skal Sigma-Aldrich Technical
Service kontaktes angaende yderligere hjeelp.
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