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(Eljaras szama: 840)

SIGMA-ALDRICH®

FELHASZNALASI JAVALLAT

A neutrofilekben az intracitoplazmikus NBT redukcié hisztokémiai bemutatasara a
neutrofil disfunkcié azonositasara és/vagy a pirogén fertézés megkulénbdztetésére.? Az
NBT festd reagensek in vitro diagnosztikai felnasznalasra javalltak.

Parké és tarsaié' az érdem, hogy a nitrokék tetrazélium (NBT) neutrofil redukcids
vizsgélatot elészor alkalmaztak diagnosztikai segitségként a baktérium altal okozott lazas
allapotok és a nem bakteridlis eredetliek megkilénboztetésére. A vizsgalat tartalmazza a
vér inkubdlasat az NBT pufferelt oldatdban. A keneteket elékészitik, festik és
mikroszképikusan értékelik az intracitoplazmikus formazan lerakédasokat mutatd neutrofilek
szazalékanak meghatdrozasahoz. Ez a széazalékos érték bakteridlis fertézés esetében
megné.

Néhany beteg dllapot, killondsen a neutrofil funkcié metabolikus elégtelenségével
kapcsolatos, alacsony vagy normal NBT vizsgalati értékeket mutat, még aktiv bakterilis
fertdzés esetében is. Ezeket az allapotokat lehet kimutatni az NBT vizsgalat médositasaval,
a fagocitikus rendszer in vitro stimulalasaval. Ez a stimulélas egydttjarhat bakterialis kultira
filtrat,>* latex részecskék,** zymosan,® endotoxin,™® Uveg fertézésgazda,® vagy nagy

normal, sejt vagy humoralis elégtelenségek és granulocita metabolizmus gyengilés nélkiili
egyének vérének in vitro stimulalasa feltiné névekedést mutat a neutrofileket tartalmazé
formazan széazalékaban. Az ilyen elégtelenségekben szenvedé betegek sejtjei (pl. kronikus
granulamatus betegség, CGD) nem adnak pozitiv valaszt, még stimulalaskor sem.*®

Sok dokumentum jelent meg,>“"'**" mely megerésiti vagy tagadja az eredeti' allitast,
mely a vizsgalat diagnosztikai hatékonysagéra vonatkozik. Az NBT vizsgalat klinikai
diagnoézisban betoltétt jelenlegi statuszat attekintve, Segal® azt javasolja, hogy ez a
pirogenikus fertézés diagndzisaban kicsi értéku. A kritikara valaszolva, Freeman és King®
ramutat, hogy a kiilénbdzé laboratériumokban kapott ellentétes eredmények az eredeti
Park eljaras szegényesen szabvanyositott médositasainak hasznalatabdl eredhet.’

A kévetkez6 technikai tényezék befolyasoljak az NBT vizsgalatot:

. Avizsgalat el6tt, a vér tarolasanak idtartama és hémérséklete.*'

. A vérNBT keverék inkubalasanak idétartama és hémérséklete.os-"23

. A heparin vagy NBT koncentracidja.>*'2*"

. Hajszalér vér vagy vénés vér>

. Mianyag vagy szilikonozott (iveg érintkezés inkubdlas alatt.*

. Megfigyeldi tapasztalat.'*

. Szilikonozott vagy nem szilikonozott Giveg érintkezés tarolas vagy inkubalas alatt.®

. Osszegylijtés Vacutainer® csdvekben.?

. A sejtek azonositasara hasznalt kritériumok, hogy pozitivok vagy negativok 22033
. EDTA antikoaguléns haszndlata; az NBT vélasz inhibici6jat eredményezve.*'

Az EDTA inhibitor hatésa latszélag megsztinik, ha a vizsgalatot egész vérbdl készitett
hartyakon végzik Ficoll®, egy szukréz polimer, jelenlétében® Azt mondjak, a Ficoll®
-t hasznaljak a leukocitak citoplazmikus membranjat védendd az NBT-s inkubalasuk alatt.*®
A neutrofilek koncentralasahoz, ezaltal a szamolasi id6é réviditéséhez, a hartyak
hasznalatat javasolta Patterson®” és a tdbbiek.2°*®

A szabvényositas szlikségessége miatt, a Sigma-Aldrich egy félkvantitativ NBT
eljarast ajanl, mely Feigin és tarsai”* moédszerének médositasan alapul, amely Park és
tarsai referencia moédszerébél szarmazik.'

Az NBT vizsgalat a kdvetkezék esetén javasolt segitség:

1. A neutrofil funkcié metabolikus elégtelensége miatt, kronikus granulomatus
betegségben vagy hasonléban szenvedé betegek azonositasa.**'"*

2. A lazas dllapotok és/vagy bakteridlis vagy nem bakteridlis eredetli leukocit6zisok
megkulénbdztetése.”

3. Az antibiotikus terapia hatékonysaganak meghatarozasa.'»”"7-*°

4. A bakteridlis fertézésre nagyon érzékeny betegek figyelése.”®

A vizsgélat elvégzéséhez a heparinnal kezelt vérmintakat egy NBT puffer oldatban
inkubéljak nagyon ellendrzétt kdriiimények kozétt.""* A keneteket ezutan el6készitik, festik
és mikroszkopikusan értékelik az intracitoplazmikus csoékkent NBT (formazan)
lerakodasokat mutatd neutrofilek szazalékanak meghatarozasahoz.

CQOWoONOOWN =

_

Nem stimulalt
normal neutrofilek

+ NBT

néhany formazan lerakodas'» 724

stimulalt nd a szazalékos értéke

in vivo vagy in vitro) formazan lerakddasok!-3717-2040-43

neutrofilek -val/-vel
metabolikus elégtelenség Nem stimulalt
(pl. CGD, stb.)
+NBT

kevés vagy semmi formazan lerakédas®” "'

stimulalt

in vivo vagy in vitrozi
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REAGENSEK

NBT VIAL, Katalégus szam: 840-10
Nitro-kék tetrazdlium, 1 mg, liofilezett, foszfat pufferrel és natrium-kloriddal.

HEPARIN(N), SODIUM SALT, Katalogus szam: 840-20

Heparint(N) (sertés) tartalmazé szilikonozott (veg ampulldk, 20 egység, 1 mil
egész vér fsszegyljtéséhez.

VIALS, GLASS WITH CAPS, Katalégus szam: 840-50

Szilikonozott ampulldk a mintak inkubalaséhoz.

ACCUSTAIN® WRIGHT STAIN, Katalégus szam: WS 10
Wright festék, 0,3 %, pH 6,8-on pufferelt, metanolban.

STIMULANT, Katalégus szam: 840-15
Bakteridlis kivonat (életképtelen), liofilezett.

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

Az NBT ampulldk sotétben, hiitdszekrényben (2-8 °C) tarolandok. A Stimulant
hitészekrényben (2-8 °C) tarolandé. A heparin és az ampullak szobahémérsékleten
tarolanddk (18-26 °C).

Az ACCUSTAIN Wright Stain szobahémérsékleten (18-26 °C) tarolandd. A cimkén
jelzett lejarati idépontig felnasznalhato.

ELOKESZITES:

Az NBT SOLUTION-t az NBT Vial helyredllitasaval, katalogus szam: 840-10, készitik
1,0 ml desztillalt vizzel. Hagyjak alini néhany percig, majd erételjesen keverjék dssze. A
helyredllitott ampulla 1 napig, hitészekrényben tarolva (2-8 °C) eltarthaté.

A STIMULANT SOLUTION-t a Stimulant helyredllitasaval, katalogus szam: 840-15,
készitik 1,5 ml desztillalt vizzel. Rdzzak 6ssze az oldédashoz. 0 °C alatt tarolandé. Az oldat
lehet fagyasztott és tébbszor kiolvaszthaté.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel torténé munka soran a szokasos évintézkedéseket be
kell tartani. Hulladék-megsemmisités az 6sszes helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti
szabaly figyelembevételével. A legfrissebb kockazati, veszély vagy biztonsagi informéaciokat
lasd az Anyagbiztonségi adatlapban.

Az Amerikai Egyestilt Allamok kockazati és biztonsagi mondatai

NBT Vials. Figyelem: Kerliljék az anyag érintését és belélegzését.

Heparin Vials. Figyelem: Keriiliék az anyag érintését és belélegzését. Célszerv: Vér

Stimulant. Figyelem: Az anyagot még nem teljesen vizsgaltak.

A Wright Stain Solution GYULEKONY és MERGEZO (TOXIKUS). Belélegezve, borrel
érintkezve és lenyelve mérgezd (toxikus). Szem- és bérizgatd hatésu. Gyuijtoforrasoktd! tavol
tartand6. - Dohényozni tilos! Az edényzet hermetikusan lezarva tartand6. Megfeleld
védéruhazatot és véddkeszty(it kell viselni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell
hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.

Az Eurdpai Unié kockazati és biztonsagi mondatai. (Figyelem az anyagot még nem teljesen
vizsgaltak)

NBT Vials. Keriilni kell a bérrel valé érintkezést és a szembejutast. A keletkezé port
nem szabad belélegezni.

Stimulant. Figyelem: Az anyagot még nem teljesen vizsgaltak.

A Wright Stain Solution RENDKiVUL GYULEKONY és MERGEZO (TOXIKUS). Rendkiviil
gyulékony. Belélegezve, bérrel érintkezve, lenyelve mérgezd (toxikus): nagyon sulyos maradandé
egészségkarosodast okozhat. Belélegezve, borrel érintkezve és lenyelve mérgezd (toxikus).
Gyuijtéforrasoktdl tavol tartandé. — Dohanyozni tilos! Az edényzet hermetikusan lezarva tartando.
Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni. Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni.
Megfeleld védéruhazatot és véddkesztydt kell viselni.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begy(ijtését az M29-A2 NCCLS dokumentum szerint végezni.
Semmilyen ismert médszer nincs, mely teljesen biztositja, hogy a vérmintak vagy a szévet
ne terjesszen fertézést. Ezért, minden vér szarmazék vagy szévetminta esetlegesen
fertézének tekintendé.

A vér nem gyl(ijthetd be tébb, mint két 6raval a vizsgalat elvégzése elétt. Ha nem
azonnal vizsgaljak, a mintat hiitészekrényben kell tarolni.** Az érbeszirashoz miianyag
fecskendé hasznalandd. A szovetvaladékok bevezetése kerlilendd. Miel6tt dvatosan
eltavolitanak pontosan 1 ml vért egy szilikonozott, 20 egységnyi Heparint, katalégus szam:
840-20, tartalmazé gy(ijtéampullaba a fecskendébdl, a tt el kell tavolitani. Ovatosan, de
alaposan keverjék Ossze az ampullat enyhén doltdgetve és “gorditgetve” korilbelll
30 masodpercig. Kertiljék a kupakos vér érintését.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK:
Mikroszkop olaj meritéses objektivvel

Pipettal6 készllék a vizsgalathoz sziikséges térfogatok pontos méréséhez
Vizfiirdé, 37 °C

Mikroszkop targylemezek

MEGJEGYZESEK:

Ha normal vérmintas reagenst alkalmazva végzik el az eljarast, megndvekedett
reakciét kapnak. Ha ez nem fordul el6, a reagens valészin(ileg tonkrement.

Egy vékony kenet nagyobb sz&mu neutrofilt biztosit, mely killénésen fontos, ha a
neutrofilek relativ és abszolut szdma alacsony, mivel igy gyorsabb a szamolés.

Minden laboratériumnak sajat optimalis festési id6t kell meghataroznia.

Javasolt mindegyik laboratériumnak a sajat normdl tartomanyat meghatarozni.
A normél személyek vére mindkét leirt eljarashoz alkalmas kontroll. Ha a reagens rendszer
kielégitéen mukadik, a formazant tartalmazé sejtek szama megné a normalishoz képest a
bakteridlis kivonatos kontrollt haszndl6 stimulélés utan.



A Klinikailag egészséges emberek kvantitativ reakciéja, melyet a stimullt NBT
vizsgalattal kaptak, jelentdsen kilonbozik,>* és emiatt az értékelés nehéz. Azonban, NBT
vizsgalati értékek altalaban tovabbi 10-50 % pozitiv sejtekkel megnének a kilonbézé
stimulaloszerek jelenléte miatt.>**2* Példaul, egy nem stimulalt minta, mely 10 % pozitiv
sejtet eredményez vérhatéan a stimuldlds utdn 20-60 % pozitiv sejtet ad. A Stimulant,
katalogus szam: 840-15, fent leirtak szerinti hasznédlata megndvekedett reakciét
eredményez az egészséges emberek vérében.

Megnévekedett értékek fordulnak elé, amikor a vért cerebrospinalis folyadékkal
helyettesitik a reakcié keverékben bakteridlis meningitis esetén,* vagy synovialis folyadékkal
pirogenikus artritis esetén.® Az egész vér helyett test folyadékok hasznalatat nem teljesen
értékelték még és a reagensekkel vald hasznélatukra vonatkozd itéletekkel jelenleg nem
szolgalhatunk.

Jelen eljaras soran kapott adatok csak segitségként szolgalnak és azokat egyéb
klinikai diagnosztikai vizsgalatokkal vagy informéaciokkal egydtt at kell nézni.

ELJARAS:

Nem stimulalt:

Egy stimulalt NBT vizsgalatot (a vér bakteridlis kivonattal valé kezelése) pozitiv kontrollként
elvégezhetnek ezzel a nem stimulalt vizsgélattal egyditt vagy ezutén, hogy a neutrofil funkcid
metabolikus elégtelenségeit kimutassak. A stimulalt NBT vizsgalatot szintén leirtak.

Minta inkubéldsa és kenetek el6készitése

1. Mlianyag pipettaval vigyenek at 0,12 ml NBT Solution-t egy ampullaba, katalégus szam:
840-50.

2. Adjanak hozza 0,2 ml 6l dsszekevert heparinnal kezelt vért. Ovatosan, de alaposan
keverjék 6ssze az ampullat enyhén doltdgetve és “gérditgetve” Ne forditsak meg az
ampullat. Szorosan zarjék le kupakkal.

3. Inkubdljgk 37 °C-on 10 percig. Vegyék ki és hagyjak alini szobahémérsékleten
(18-26 °C) tovabbi 10 percig.

4. Keverjék 6ssze Ujra a heparinnal kezelt vérNBT keveréket vatosan “gorgetve”

5. Mlanyag pipettaval vigyenek at 50-75 L kevereket egy tiszta Uveg targylemezre.
MEGJEGYZES: Ovatosan kell eljarni a fehérvérsejtek mechanikai sériiléseinek
minimalizalasahoz a kenet elékészités soran.

6. Kbozepesen vékony kenetet készitsenek, hogy a farmazan tartalmd sejtek mechanikai
karosodasat csokkentsék, melyek térékenyebbek lesznek.®* Hagyjak a kenetet levegén
szaradni.

7. Kezeliék a kenetet ACCUSTAIN Wright Stain-nel, katalégus szam: WS 10, a
kovetkezOképp:

a. A szaritott kenetet dntsék le 1 ml festékkel 15 masodpercre.

b. A ledntétt kenethez adjanak 1 ml desztilldlt vizet
30 masodpercet (a hosszabb idé ndveli a festés intenzitasat).

c. Oblitsék le a kenetet vizzel, hagyjak lecsepegni és megszaradni, vagy levegén
szaritsak.

és hagyjak &llni

Stimulalt:

Ez az eljaras elvégezheté a nem stimulalt NBT vizsgalattal parhuzamosan, vagy azt
kévetden, mint lehetséges segitség a neutrofil funkci6 metabolikus elégtelenségeinek
kimutatdsaban (lasd a “Felhasznalasi javallat” cimu részt).

Minta inkubéldsa és kenetek el6készitése:

1. Tegyenek 0,1 ml NBT Solution-t egy ampullaba, katalégus szam: 840-50.

2. Mlanyag pipettaval adjanak hozza 0,05 ml heparinnal kezelt vért és 5 pL Stimulant
Solution-t. Ovatosan, de alaposan keverjék 6ssze az ampullat enyhén déltogetve és
“gorditgetve” Szorosan zarjak le kupakkal.

3. Jarjanak el az “Eljards (nem stimulalt)” rész 3-7. |épései szerint és folytassdk a
“Mikroszkdpikus vizsgalat és szamolas” résszel.

TELJESITMENYJELLEMZOK

A vizsgélati eredményeket pozitiv (formazan-tartalmu) neutrofilek szazalékaban adjak meg.

Mikroszképikus vizsgélat és szamolés:

A festett kenetet vizsgaljak olaj meritéses objektivvel és szamoljanak meg 100 vagy
tobb neutrofilt. A formazan lerakédast mutaté neutrofilek tekintheték pozitivnak. Lehetnek
néha diffizan szemcsések, de elsésorban nagy, szabdlytalan alaku, sétét biborszind-fekete
intracitoplazmikus zarvanyokként fordulnak el6. A pozitiv neutrofilek szamolasakor javasolt
a tettetett megszoritdsokat kévessék. Ezek a kévetkezok:

1. A neutrofil legyen egész, ép sejt membrannal.

2. A neutrofil legyen maganyos, ne érintkezzen egyéb sejttel vagy sejt anyaggal (kivéve a
vordsvérsejteket). A leukocita vagy vérlemezke agglutinaciokban 1évé neutrofilek nem
szamolandok.

3. Ahhoz, hogy pozitivnak tekintheté legyen, a neutrofilnek formazan lerakédasokat kell
tartalmaznia, nagy, szabdlytalan alaku, kiilénallé tdmegekként.

4. A 100 vagy tébb megszamolt neutrofilekbdl a pozitiv szazalékot ezutan feliegyzik.
MEGJEGYZES: Csak a neutrofileket szamoljak. A formazan lerakodasok a
monocitdkban vagy a vérlemezke agglutinaciokban is eléfordulhatnak.'**'%* Tovabbi
finomitasként, a szazalékos NBT-pozitiv neutrofilek meghatarozasat végezhetik egy
Osszes fehérvérsejt szamolassal egylitt és a pozitiv sejtek abszolit szamanak
kiszamitasaval. Feigin és munkatarsai” az NBT-pozitiv sz4zalékot és az NBT-pozitiv
neutrofilek abszolit szadmat hasznaltdk a kisérleti betegek osztalyozasahoz
alkalmazhaté nomogram kifejlesztéséhez. Azonban a publikalt nomogramjuk hasznalata

nem javasolt, hacsak alkalmazdsanak pontossdga nem mutathaté meg a
laboratériumukban.
VART ERTEKEK
normal tartomany”  2-17 % Pozitiv sejtek
Atlag 9% Pozitiv sejtek

2-HU

A legtobb kutatd szerint''#1e20-2240-655 g Klinikailag egészséges emberek atlag értékei
10 % vagy kevésbé pozitiv (formazan tartalmu) neutrofilek, habar néhany minta értéke 17 % is
lehet.”” A legtobb megfigyelé egyetért'>"*'““ hogy a pozitiv neutrofilek szézaléka altaldban
megnd bakteridlis fertdzés esetén, feltéve, hogy a leukocitdk metabolikusan normalisak.
Paterson és Matula® szerint az 6sszes bakteremias beteg NBT vizsgalati értéke magas.

Bakteridlis fert6zés hianyaban normal vagy alacsony értékeket jegyeztek fel a
kovetkez6 esetekben:

Virusos betegségek'*""

Rheumatoid arthritis'***

Tudéembolia®

Szdvet atiltetéses betegek?”

Rékziﬁ

Gyermekagyas nék’*

Posztoperativ betegek’

Egyéb lazas allapot (vagy leukocitozises), mely nem bakteridlis eredet(i'?”'s'®

Bakteridlis fert6zés esetén normal vagy alacsony értékeket jegyeztek fel a
kovetkez6 esetekben:
Lokalizalt fertézések”'**** (In vitro tanulmanyok szerint a neutrofil reakciéhoz
megfeleld ereji dsztdnzésre van szlikség?)
Korticoszteroidok, fenil-butazon és immun-elnyomé szerek szedése® 5
Antibiotikumos kezelés, ahol a hatékonysdg a szézalékos pozitiv cskkenésével
jelezhet6, néha 6 6ranal kevesebb alatt™
Primer tuberkolozis™*

A neutrofil funkcié metabolikus elégtelenségei, pl:
Krénikus granulomatus betegség®”®'" 24
Mieloperoxidazok ¥ vagy a gllikéz-6-foszfat-dehidrogenaz “neutrofil elégtelenségei
Veleszilletett és szerzett agammaglobulinémia’
Szervi lupus erythematosus'?**®
Immun komplexekkel jellemzett beteg allapotok™
Lipokrém hisztiocitézis”

Krénikus mieloid leukémia®*
Kwashiorkor®

Diabetes®

Megsemmisitd fertdzések?#" <

Magas értékeket jegyeztek fel a kdvetkez6k esetén:
Bakterléhs fertézéseklw’im!a‘17721‘33,4042‘53.55‘57,58
Nocardia fertézések vagy egyéb szervi gombés betegségek'>
Kilénboz6 parazita fertézések, pl. malaria®«+
Kéles tuberkolozis™*
Tuddvészes meningitis™™

Bakteridlis fert6zés hianyaban magas értékeket jegyeztek fel a kovetkezd
esetekben:

Normal csecseméknél, akik két hdnaposnal kisebben (Ujszlldttek is és
korasziilbttek is)”* 255
Terhesség*

Chekiak-Higashi szindréma®

Ismeretlen eredetli mielofibrozis'*

Osteogenesis imperfecta®'

Hemofilia*

Hodgkin kor vagy egyéb limfomak® '

Behcet szindréma®

Gyulladasos bélbetegség'

Tifuszos/paratifuszos immunizalas (néhany éran belil)™*

Sztreptokinaz terapia®

Virusos meningitis®

Virusos hepatitis®

Post-dializis®

Ordlis fogamzéasgatlokat szedé betegek® (néhany feliegyzés szerint az ordlis
fogamzasgatlok nem befolyasolok)*

Mocardialis infarktus®

Reprodukalhat6sagi vizsgalatokat végeztek ugyanazon technolégusok 25 beteg vérén
a leirt mddszerrel. A kettés eredmények, pozitiv NBT sejt szazalékban kifejezve: 2-90 % A
legkisebb négyzetek statisztikai modszerét hasznalva a korrelacios koefficiens 0,9834 lett
a masolatok kozott.

Ha a medfigyelt eredmények eltérnek a varttdl, vegyék fel a kapcsolatot a Sigma
Aldrich miszaki szolgalataval.
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