
REAGENSER
NBT-HÆTTEGLAS, katalognr. 840-10
Nitroblue tetrazolium, 1 mg, frysetørret, med fosfatbuffer og natriumklorid.

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

HÆTTEGLAS MED LÅG, katalognr. 840-50
Silikoniserede hætteglas til inkubation af prøver.

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

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

OPBEVARING OG STABILITET:
NBT-hætteglas opbevares i mørke i køleskab (2–8 °C). Stimulans opbevares i køleskab

(2–8 °C). Heparin og hætteglas opbevares ved stuetemperatur (18–26 °C).
ACCUSTAIN Wright-farvestof opbevares ved stuetemperatur (18–26 °C). Stabilt indtil

udløbsdatoen, som er angivet på etiketten.

KLARGØRING:
NBT-OPLØSNING klargøres ved at rekonstituere NBT-hætteglas, katalognr. 840-10,

med 1,0 ml destilleret vand. Lad opløsningen stå i nogle få minutter, og bland den dernæst
godt. Rekonstituerede hætteglas er stabile i 1 dag ved opbevaring i køleskab (2–8 °C).

STIMULANSOPLØSNING klargøres ved at rekonstituere stimulans, katalognr. 840-15,
med 1,5 ml destilleret vand. Ryst blandingen, så den opløses. Opbevares ved temperatur
under 0 °C. Opløsningen kan fryses og optøes flere gange.

FORHOLDSREGLER:
De normale forholdsregler ved håndtering af laboratoriereagenser skal følges. Ved

kassering af affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes. Der henvises til
materialesikkerhedsdatabladet angående opdaterede oplysninger om risici, fare eller
sikkerhed.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserklæringer
NBT-hætteglas. Advarsel: Undgå kontakt og indånding.
Heparinhætteglas. Advarsel: Undgå kontakt og indånding. Målorgan: blod.
Stimulans. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.
Wright-farvestofopløsning er BRANDFARLIG og GIFTIG. Giftig ved indånding, ved

hudkontakt og ved indtagelse. Irriterer øjnene og huden. Holdes væk fra antændelseskilder –
rygning forbudt. Emballagen skal holdes tæt lukket. Bær passende beskyttelsesbeklædning
og -handsker. Ved ulykkestilfælde eller ildebefindende bør der omgående søges lægehjælp
(vis etikken hvis det er muligt).

Risiko- og sikkerhedserklæringer i EU (Advarsel: Stofferne er endnu ikke fuldt ud testet).
NBT-hætteglas. Undgå kontakt med huden og øjnene. Undgå indånding af støv.
Stimulans. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.
Wright-farvestofopløsning er MEGET BRANDFARLIG og GIFTIG. Meget brandfarlig.

Giftig: fare for alvorlig varig skade for helbred ved indånding, ved hudkontakt og ved
indtagelse. Giftig ved indånding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Holdes væk fra
antændelseskilder – rygning forbudt. Emballagen skal holdes tæt lukket. Ved
ulykkestilfælde eller ildebefindende bør der omgående søges lægehjælp (vis etikken hvis
det er muligt). Bær passende beskyttelsesbeklædning og -handsker.

PROCEDURE
PRØVEINDSAMLING:

Det anbefales, at prøveindsamling sker i henhold til NCCLS-dokumentet M29–A2. Der
er ingen kendt testmetode, som kan give fuldstændig sikring af, at blodprøver eller væv ikke
overfører infektion. Derfor skal alle blodderivater eller vævsprøver behandles som potentielt
infektiøse.

Blod bør indsamles højst 2 timer, før testen udføres. Hvis prøven ikke analyseres
omgående, skal den opbevares i køleskab.9,33 Der anvendes plastsprøjte til venepunktur.
Indføring af vævsvæsker skal undgås. Nålen tages af sprøjten, inden der forsigtigt uddrives
præcist 1 ml blod i et silikoniseret hætteglas med 20 enheder heparin, katalognr. 840-20.
Bland indholdet forsigtigt og omhyggeligt ved at vippe hætteglasset lidt og “rulle” det i ca.
30 sekunder. Blodet må ikke røre hætten.

SÆRLIGE NØDVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDFØLGER:
Mikroskop med olieimmersionslinse
Pipetter til tilsætning af nøjagtige mængder, der er påkrævet til analysen
Vandbad, 37 °C
Mikroskopobjektglas

BEMÆRKNINGER:
Når proceduren er udført, skal der opnås en forhøjet reaktion ved at anvende

reagenset på en normal blodprøve. Hvis det ikke sker, kan reagenset være nedbrudt.
En tyk udstrygning giver et større antal neutrofiler. Dette er især vigtigt, når det relative

og absolutte antal neutrofiler er lavt, så optællingen går hurtigere.
De enkelte laboratorier skal etablere deres egen optimale farvningstid.
Det anbefales, at de enkelte laboratorier etablerer deres eget referenceområde. Blod

fra normale personer bør analyseres efter begge de beskrevne procedurer som kontroller
ved hver testserie, der udføres. 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 opnås med den stimulerede
NBT-test, varierer i væsentlig grad,2,3 hvilket vanskeliggør fortolkning. Men NBT-testværdier
stiger normalt til yderligere 10–50 % positive celler ved tilstedeværelse af diverse
stimulanser.2,3,9,24 En ustimuleret prøve, som gav 10 % positive celler, kan forventes at give
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NITROBLUE
TETRAZOLIUM (NBT)
REDUKTION
(Procedure nr. 840)

TILSIGTET ANVENDELSE
Til histokemisk påvisning af intracytoplasmatisk NBT-reduktion i neutrofiler med

henblik på identifikation af neutrofil dysfunktion og/eller genkende pyrogen infektion.2 NBT-
farvningsreagenser er til in vitro diagnostisk brug.

Den første anvendelse af nitroblue tetrazolium (NBT) neutrofil reduktionstest som en
diagnostisk hjælp til at skelne bakterie-fremkaldte febertilstande fra febertilstande, der ikke
er fremkaldt af bakterier, tilskrives Park og hans medarbejdere1. Testen omfatter inkubation
af blod med en bufferet NBT-opløsning. Der klargøres udstrygninger, som farves og
undersøges under mikroskop til bestemmelse af hvor stor en procent neutrofiler, der udviser
intracytoplasmatiske formazanaflejringer. Denne procentdel er normalt forhøjet i
bakterieinfektioner.

Visse sygdomstilstande, især tilstande, der omfatter metabolismedefekter i
neutrofilfunktionen, udviser lave eller normale NBT-testværdier, selv om der er aktiv
bakterieinfektion til stede. Sådanne tilstande kan påvises ved at modificere NBT-testen til at
omfatte in vitro stimulering af fagocytsystemet. Denne stimulering kan opnås ved at
inkorporere bakteriekulturfiltrat,2,3 latexpartikler,4,5 zymosan,6 endotoxin,7-9 glasplade6 eller
høje heparinkoncentrationer 9-12 i inkubationsblandingen af blod og NBT. In vitro stimulering
af blod fra normale personer uden celle- eller væskedefekter og uden svækket
granulocytmetabolisme vil udvise markant forhøjelse af procentdelen af neutrofiler, der
indeholder formazan. Celler fra patienter med sådanne defekter (f.eks. kronisk
granulomatøs sygdom, CGD) udviser ikke positiv reaktion, heller ikke ved stimulering.4,6,8,11

Der er publiceret mange artikler2,4,7,13-27, der enten bekræfter eller afviser de originale
påstande1 vedrørende denne tests effektivitet i forbindelse med diagnose. I en oversigt over
NBT-testens aktuelle status i klinisk diagnose hævder Segal28, at den ikke er meget værd i
forbindelse med diagnose af pyrogen infektion. Som svar på denne kritik peger Freeman og
King29 på, at modstridende resultater fra forskellige laboratorier kan opstå pga. af
manglende standardiserede modifikationer af Parks oprindelige procedure.1

Det er blevet rapporteret, at følgende tekniske faktorer indvirker på resultaterne af
NBT-testen:

1.  Opbevaringstiden og den temperatur blod opbevares ved forud for analyse.9,10

2.  Inkubationstiden og den temperatur blod og NBT-blandingen inkuberes ved.6,9-12,30-34

3.  Koncentrationen af heparin eller NBT.6,9-12,31-34

4.  Kapillærblod i forhold til veneblod.35

5.  Plastplade i forhold til silikoniseret glasplade under inkubation.34

6.  Laboratoriepersonalets erfaring.15,29

7.  Silikoniseret glasplade i forhold til ikke-silikoniseret glasplade under opbevaring eller
inkubation.6

8.  Indsamling i Vacutainer®-rør.24

9.  Kriterier for identifikation af celler som positive eller negative.2,11,26,33,35

10.  Anvendelse af EDTA som antikoagulans, resulterende hæmning af NBT-reaktion.3,12

EDTA’s hæmmende virkning synes at udeblive, hvis testen udføres på buffy coat-
præparater, der er klargjort af fuldblod ved tilstedeværelse af Ficoll®, der er en
sucrosepolymer.33 Ficoll® siges at udøve en beskyttende virkning på leukocytters
cytoplasmatiske membran under deres inkubation med NBT.36 Anvendelse af buffy coat-
præparater for at koncentrere neutrofiler og derved afkorte optællingstiden er også blevet
foreslået af Patterson37 og andre.20,38

Da der er behov for standardisering, anbefaler Sigma-Aldrich en semikvantitativ NBT-
procedure, der er baseret på en modificering af metoden udviklet af Feigin et al.17,34, som er
udledt af Park og hans medarbejderes referencemetode.1

NBT-testen er beregnet som en hjælp til følgende:

1.  Identifikation af patienter med kronisk granulomatøs sygdom eller lignende sygdomme,
der skyldes metabolismedefekter i neutrofilfunktion.4-6,11,39

2.  Differentiering mellem febertilstande og/eller leukocytose fremkaldt af bakterieinfektion
og febertilstande ikke er fremkaldt af bakterier.1,7,17,18

3.  Bestemmelse af reaktion på antibiotisk behandling.1,2,7,17-19

4.  Overvågning af patienter med stor risiko for bakterieinfektion.7,20

Testen udføres ved at inkubere hepariniserede blodprøver sammen med en bufferet
NBT-opløsning under omhyggeligt kontrollerede betingelser.1,11,34 Dernæst klargøres
udstrygninger, der farves og undersøges under mikroskop for at bestemme hvor stor en
procentdel af neutrofiler, der udviser intracytoplasmatiske aflejringer af reduceret NBT
(formazan).

Ustimuleret test
Normale neutrofiler Få formazanaflejringer1,2,17-22,40-48

+ NBT
Stimuleret test Forhøjet procent

(in vivo eller in vitro) formazanaflejringer1-3,7,17-20,40-43

Neutrofiler med
metabolismedefekt Ustimuleret test
(f.eks. CGD osv.) Få eller ingen formazanaflejringer6,7,11,18

+ NBT
Stimuleret test Få eller ingen formazanaflejringer6,7,11,18

(in vivo eller in vitro)

Resultaterne af en “stimuleret” procedure kan være nyttig til påvisning af
tilstedeværelse af en spontan neutrofildefekt.4,6,7,11,18,42,49,50
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20–60 % positive celler efter stimulering. Anvendelse af stimulans, katalognr. 840-15, som
beskrevet ovenfor, skal give en forhøjet reaktion i blod fra raske personer.

Der er blevet rapporteret forhøjede værdier, når fuldblod i reaktionsblandingen
erstattes med cerebrospinalvæske fra tilfælde af bakteriemeningitis,44 eller med
synovialvæske fra tilfælde med pyrogen arthritis.53 Anvendelse af andre legemsvæsker end
fuldblod er ikke blevet fuldt ud vurderet, og der kan ikke på nuværende tidspunkt gives en
bedømmelse af anvendelse af sådanne sammen med de medfølgende reagenser.

De data, som opnås via denne procedure, tjener kun som hjælp 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 udføres som en
positiv kontrol sammen med eller efter denne ustimulerede NBT-test for at påvise
metabolismedefekter i neutrofilfunktion. Den stimulerede NBT-test beskrives ligeledes.

Inkubation af prøve og klargøring af udstrygninger:
1.  Overfør 0,12 ml NBT-opløsning til et hætteglas, katalognr. 840-50, med en plastpipette.
2.  Tilsæt 0,2 ml velblandet hepariniseret blod. Blandes forsigtigt, men godt, ved at vippe

hætteglasset lidt og “rulle” det. Hætteglasset må ikke vendes. Sæt låget godt på.
3.  Inkuber ved 37 °C i 10 minutter. Tag hætteglasset ud af inkubatoren, og lad det stå ved

stuetemperatur (18–26 °C) i yderligere 10 minutter.
4.  Bland den hepariniserede blod og NBT-blanding igen ved at “rulle” glasset forsigtigt.
5.  Overfør 50–75 µl af blandingen til et rent objektglas af glas med en plastpipette.

BEMÆRK: Det skal udvises omhu, så mekanisk skade på hvide blodlegemer
minimeres under klargøring af udstrygning.

6.  Udstrygningen skal være ret tyk for at reducere mekanisk skade på celler, der
indeholder formazan, som bliver mere skrøbelige.6,34 Lad udstrygningen lufttørre.

7.  Behandl udstrygningen med ACCUSTAIN Wright-farvestof, katalognr. WS 10, på
følgende måde:
a.  Hæld 1 ml farvestof over den tørre udstrygning i 15 sekunder.
b.  Hæld 1 ml destilleret vand over udstrygningen, der er overhældt med farvestof, og lad

den stå i 30 sekunder (længere tid øger farvens intensitet).
c.  Skyl udstrygningen med vand, lad den dryppe af, og dup den tør, eller lad den

lufttørre.

Stimuleret test:
Denne procedure kan udføres samtidig med eller efter den ustimulerede NBT-test som

en mulig hjælp til påvisning af metabolismedefekter i neutrofilfunktion (jf. afsnittet “Tilsigtet
anvendelse”).

Inkubation af prøve og klargøring af udstrygninger:
1.  Overfør 0,1 ml NBT-opløsning til et hætteglas, �katalognr. 840-50.
2.  Tilsæt 0,05 ml hepariniseret blod og 5 µl stimulansopløsning med en plastpipette.

Blandes forsigtigt, men godt, ved at vippe hætteglasset lidt og “rulle” det. Sæt låget godt
på.

3.  Fortsæt med trin 3–7 , som anvist i afsnittet “Procedure (ustimuleret test)”, og gå
dernæst videre som anvist i afsnittet “Undersøgelse og optælling under mikroskop”.

RESULTATKARAKTERISTIKA
Testværdier rapporteres som procent positive (formazan-holdige) neutrofiler.

Undersøgelse og optælling under mikroskop:
Scan den farvede udstrygning med olieimmersionslinse, og optæl i alt mindst

100 neutrofiler. Noter de neutrofiler, der udviser formazanaflejringer, som positive. De kan
lejlighedsvist fremstå diffust granulære, men forekommer hovedsageligt som store,
uregelmæssige, mørklilla til sorte intracytoplasmatiske inklusioner. Når neutrofiler optælles
som positive, anbefales det at rette sig efter de betingelser, der er fastsat af Feigin34. De
omfatter følgende:
1.  Neutrofilen skal være hel med intakt cellemembran.
2.  Neutrofilen skal være isoleret uden kontakt med andre celler eller cellemateriale (bortset

fra røde blodlegemer). Neutrofiler i leukocyt- eller trombocytklumper skal ikke tælles
med.

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

4.  Den positive procentdel af mindst 100 optalte neutrofiler noteres dernæst.
BEMÆRK:  Kun neutrofiler optælles. Der kan også forekomme formazanaflejringer i
monocytter eller i trombocytklumper.1-3,51,52 Desuden kan procent NBT-positive neutrofiler
bestemmes samtidig med tælling af totalt antal hvide blodlegemer og differentialtælling
til beregning af det absolutte antal positive celler. Feigin og hans kolleger17 anvendte
procent NBT-positive og absolut antal NBT-positive neutrofiler til at udvikle et nomogram
til foreløbig patientklassificering. Vi kan imidlertid kun anbefale, at deres offentliggjorte
nomogram anvendes, hvis det kan påvises i laboratoriet, at det kan anvendes med
nøjagtighed.

FORVENTEDE RESULTATER
Normalområde17 2–17 % Positive celler
Middelværdi 9 % Positive celler

De fleste forskere1-3,14,18,20-22,40-48,53-55 rapporterer, at middelværdier for klinisk raske
personer er højst 10 % positive (formazan-holdige) neutrofiler, selv om visse prøver kan
give værdier helt op til 17 %.17 De fleste forskere er enige om,1,2,17-21,40-42 at antallet af positive
neutrofiler normalt øges ved tilstedeværelse af bakterieinfektion, forudsat at leukocytterne
er metabolisk normale. Paterson og Matula2 fandt, at alle patienter med bakteræmi udviser
forhøjede NBT-testværdier.

Normale eller lave værdier ved fravær af bakterieinfektion rapporteres ved:
Virussygdomme1,2,7,17

Rheumatoid arthritis1,5,53

Lungeemboli13

Hos patienter med vævstransplantation2,7

Cancer2,18

Hos kvinder post partum7,47

Hos patienter efter en operation7

Andre febertilstande (eller tilstande der udviser leukocytose), der ikke er forårsaget af
bakterier1,2,7,15,18

Normale eller lave værdier ved tilstedeværelse af bakterieinfektion rapporteres ved:
Lokalinfektioner7,13,53,56 (in vitro undersøgelser indicerer, at neutrofilreaktion kræver, at

stimulus skal være af passende styrke2)
Tilførsel af korticosteroider, fenylbutazon og immunsuppressive midler43,47,49,54 

Antibiotisk behandling, hvor virkningen kan indiceres ved en reduktion af procent
positive, somme tider i under 6 timer18

Primærtuberkulose7,13

Metabolismedefekter i neutrofilfunktion, såsom:
Kronisk granulomatøs sygdom4,7,8,11,42,49

Neutrofil mangel på myeloperoxidase57 eller glukose-6-fosfatdehydrogenase50

Kongenit og akvisit agammaglobulinæmi7

Systemisk lupus erytematosus1,2,5,18

Sygdomstilstande, der er karakteriseret ved immunkomplekser15

Lipokrom histiocytose7

Kronisk myeloid leukæmi43,44

Kwashiorkor39

Diabetes58

Overvældende infektioner22,27,54,57

Forhøjede værdier er blevet rapporteret ved:
Bakterieinfektioner1-3,7,13,17-21,33,40-42,53,55,57,58

Nocardiainfektioner og andre systemiske svampesygdomme1,2,57

Diverse parasitinfektioner, inkl. malaria2,40,41,48

Miliær tuberkulose7,13

Tuberkuløs meningitis7,13

Forhøjede værdier ved fravær af bakterieinfektion er blevet rapporteret ved:
Normale spædbørn under to måneder gamle (også nyfødte og for tidligt fødte

spædbørn)7,35,42,55,59

Graviditet46

Chekiak-Higashi-syndrom60

Idiopatisk myelofibrose15,43

Osteogenesis imperfecta21

Hæmofili21

Hodgkins sygdom og andre lymfomer47,61

Behcets syndrom62

Inflammatorisk tarmsygdom14

Tyfus-/paratyfusvaccination (i løbet af nogle få timer)13,33,60

Streptokinasebehandling22

Virusmeningitis54

Virushepatitis63

Efter dialyse20

Patienter, som tager orale antikonceptionsmidler64 (nogle rapporter indicerer, at orale
antikonceptionsmidler ingen påvirkning har)45,46

Myokardieinfarkt65

Reproducerbarhedsundersøgelser blev udført 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 på 0,9834 mellem duplikater.

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