NITROBLATT
TETRAZOLIUM (NBT)
REDUKTION

(Procedurnummer 840)

SIGMA-ALDRICH®

AVSEDD ANVANDNING

For histokemisk pévisning av intracytoplasmisk NBT-reduktion i neutrofiler for att
identifiera  neutrofildysfunktion och/eller sérskilia pyrogen infektion.2 NBT
fargningsreagenser ar avsedda for “in vitro-diagnostik”.

Park et al.'" anses ha varit forst att tillampa nitroblatt tetratzoloium (NBT)
neutrofilreduktionstestet som ett diagnostiskt hjélpmedel for att sarskilja bakteriefram-
kallande febersjukdomar fran sjukdomar av icke-bakteriellt ursprung. Testet innefattar
inkubation av blod med en buffrad NBT-16sning. Utstryk framstalls, fargas och undersoks i
mikroskop, for att bestdmma det procenttal av neutrofiler som visar intracytoplasmiska
formazanavlagringar. Procenttalet 6kar vanligen vid bakterieinfektioner.

Vissa sjukdomstillstdnd, speciellt de som innefattar metaboliska neutrofilfunktions-
defekter, visar laga eller normala NBT-testvarden, dven vid aktiv bakterieinfektion. Dessa
sjukdomar kan detekteras genom att modifiera NBT-testet sa att det innefattar in vitro-
stimulering av det fagocytiska systemet. Denna stimulering kan astadkommas genom att
inkorporera ett bakteriellt kulturfiltrat,?® latexpartiklar,** zymosan,® endotoxin,”® glaskontakt,®
eller héga koncentrationer av heparin,®*? i blod-NBT-inkubationsblandningen. In vitro-
stimulering av blod fran normala personer, utan celluléra eller humorala defekter och utan
férsamring av granulocytmetabolismen, kommer att uppvisa en markant 6kning av
procenten av formazaninnehdllande neutrofiler. Celler hos patienter med sadana defekter
(t.ex. kronisk granulomatds sjukdom, CGD) uppvisar inte positiv respons, dven om de
stimuleras.*¢®"

Talrika avhandlingar har publicerats®*”'*#, vilka antingen bekréftar eller férnekar de
ursprungliga anspraken' betréffande den diagnostiska anvindbarheten av detta test. | en
granskning av NBT-testets nuvarande status vid klinisk diagnos, hévdar Segal® att testet ar
av ringa vérde vid diagnos av pyrogen infektion. Som svar pa denna kritik framhaller Freeman
och King® att motségande resultat fran olika laboratorier kan uppkomma vid anvandning av
daligt standardiserade modifikationer av den ursprungliga proceduren enligt Park.'

Tekniska faktorer, som rapporterades paverka resultat i NBT-testet, ar:

. duration och temperatur vid vilka blodet férvaras fére analys.®"

. duration och temperatur vid vilka blod-NBT-blandningen inkuberas.®*>¢3

. koncentration av heparin eller NBT.5912%1%

. kapillérblod kontra venést blod.*

. plast- kontra silikoniserad glaskontakt under inkubation.*

. observatérens erfarenhet.’*

. silikoniserad kontra icke-silikoniserad glaskontakt under férvaring eller inkubation.®
. provtagning i Vacutainer®-ror.2*

. kriterier som anvénds for att identifiera positiva eller negativa celler.>'" 2%

. anvandning av EDTA som antikoagulant; resulterande inhibition av NBT-respons.®*

Den hammande effekten av EDTA upphévs synbarligen om testet utfors pa buffy
coats, som framstéllts fran helblod i narvaro av Ficoll®, en sackarospolymer.® Ficoll® ségs
ha en skyddande effekt pa det cytoplasmiska membranet hos leukocyter under deras
inkubation med NBT.*® Anvandningen av buffy coats for att koncentrera neutrofiler, varvid
uppréakningstiden forkortas, har &ven havdats av Patterson”med flera.*

Pa grund av behovet av standardisering, erbjuder Sigma-Aldrich en semikvantitativ
NBT-procedur, baserad pa en modifikation av metoden enligt Feigin et al.”* som héarletts
fran referensmetoden enligt Park et al.!

NBT-testet har foreslagits som ett hjalpmedel vid:

1. identifiering av patienter med kronisk granulomatds sjukdom eller liknande sjukdomar
som beror pa metaboliska defekter av neutrofilfunktion.*®'3

2. sérskiliande av febersjukdomar och/eller leukocytoser med bakterieinfektion fran
sjukdomar av icke-bakteriellt ursprung.'”"*®

3. bestdmning av respons pa antibiotikaterapi'?”1*

4. dvervakning av patienter med hég mottaglighet for bakterieinfektion.”®

For att utféra testet inkuberas hepariniserade blodprov med en buffrad NBT-I6sning,
under noggrant kontrollerade forhéllanden."'"* Utstryk framstélls darefter, fargas och
underséks i mikroskop, for att bestdmma den procent av neutrofiler som visar
intracytoplasmiska avlagringar av reducerat NBT (formazan).
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Prestandan hos en “stimulerad” procedur kan visa sig anvéndbar for att avsléja
nérvaron av en egentlig neutrofildefekt.*e7 11184245
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REAGENSER

NBT-VIAL, katalognummer 840-10
Nitroblatt tetrazolium, 1 mg, lyofiliserat, med fosfatbuffert och natriumklorid.

HEPARIN(N), NATRIUMSALT, katalognummer 840-20
Silikoniserade glasvialer innehallande heparin(N) (fran svin), 20 enheter, for tagning av 1 ml
helblod.

GLASVIALER, MED LOCK, katalognummer 840-50
Silikoniserade vialer f6r inkubation av prov.

ACCUSTAIN® WRIGHT-FARG, katalognummer WS 10
Wright-farg, 0,3 %, buffrat vid pH 6,8, i metanol.

STIMULANT, katalognummer 840-15
Bakteriella extrakt (icke viabla), lyofiliserade.

FORVARING OCH STABILITET:

Forvara NBT-vialer i morker i kylskép (2-8 °C). Forvara Stimulant i kylskap (2-8 °C).
Férvara Heparin och vialer i rumstemperatur (18-26 °C).

Foérvara ACCUSTAIN Wright-farg i rumstemperatur (18-26 °C). Stabil till det
utgangsdatum som visas pé etiketten.

BEREDNING:

NBT-LOSNING bereds genom rekonstitution av NBT-vial, katalognummer 840-10, med
1,0 ml destillerat vatten. Lat sta nagra minuter och blanda sedan kraftigt. Rekonstituerade
vialer &r stabila i 1 dag vid forvaring i kylskap (2-8 °C).

STIMULANT-LOSNING bereds genom rekonstitution av Stimulant, katalog-
nummer 840-15, med 1,5 ml destillerat vatten. Skaka for att I6sa upp. Férvara under 0 °C.
Lésningen kan frysas och tinas flera ganger.

FORSIKTIGHETSATGARDER:

Normala férsiktighetsatgarder vid hantering av laboratoriereagenser ska iakttas. Kasta
avfall enligt lokala lagar och bestdmmelser. Se Faktablad om materialsakerhet for
uppdaterad information om risker, faror eller sékerhet.

Amerikanska risk- och sékerhetsbestdmmelser

NBT-vialer. Férsiktighet: undvik kontakt och inandning.

Heparinvialer. Forsiktighet: undvik kontakt och inandning. Malorgan: blod

Stimulant. Férsiktighet: substansen &r inte fullstdndigt testad &nnu

Wright-farglésning & BRANDFARLIG och GIFTIG. Giftigt vid inandning, hudkontakt
och fortaring. Irriterar 6gon och hud. Forvaras atskilt fran antdndningskallor — rékning
forbjuden. Forpackningen férvaras val tillsluten. Anvand lampliga skyddskldder och
skyddshandskar. Vid olycksfall, illamaende eller annan paverkan, kontakta omedelbart
l&kare. Visa om mojligt etiketten.

Risk- och sékerhetsbestdmmelser enligt EU (Forsiktighet: substanserna &r inte fullstandigt
testade annu)

NBT-vialer. Undvik kontakt med hud och 6gon. Undvik inandning av damm.

Stimulant. Férsiktighet: substansen &r inte fullstandigt testad &nnu

Wright-farglésning ar MYCKET BRANDFARLIG och GIFTIG. Mycket brandfarligt.
Giftigt: risk for mycket svara bestdende hélsoskador vid inandning, hudkontakt och
fortaring. Giftigt vid inandning, hudkontakt och fortdring. Forvaras atskilt fran
anténdningskallor — rokning forbjuden. Férpackningen férvaras vél tillsluten. Vid olycksfall,
illamaende eller annan péverkan, kontakta omedelbart lakare. Visa om méjligt etiketten.
Anvénd lampliga skyddsklader och skyddshandskar.

PROCEDUR

PROVTAGNING:

Provtagningen bor utforas i enlighet med NCCLS dokument M29-A2. Ingen kénd
testmetod ger fullstandig garanti for att blodprov eller vavnad inte &verfor infektion. Alla
blodderivat och vévnadsprov bér darfér anses vara potentiellt smittsamma.

Blodprov bér inte tas mer &n 2 timmar fére utférande av testet. Om provet inte testas
omedelbart, boér det forvaras i kylskap.®* En plastspruta anvands fér venpunktur.
Introduktion av vavnadsvatska bor undvikas. Nalen tas av sprutan innan 1 ml blod forsiktigt
sprutas in i en silikoniserad vial innehallande 20 enheter Heparin, katalognummer 840-20.
Blanda forsiktigt men val genom att luta Iatt p& och “rulla” vialen i cirka 30 sekunder. Se till
att blodet inte kommer i kontakt med locket.

SPECIELLA MATERIAL SOM BEHOVS, MEN INTE MEDFOLJER:
Mikroskop med oljeimmersionsobjektiv.

Pipetter for exakt leverans av de volymer som fordras for analysen
Vattenbad, 37 °C

Objektglas for mikroskop

ANMARKNINGAR:

Nar proceduren utférs med anvéndning av reagensen med ett normalt blodprov, bér
forhojd respons erhallas. Om detta inte sker, kan reagensen ha férsamrats.

Ett tjockt utstryk ger stérre antal neutrofiler, vilket &r speciellt viktigt nér relativt och
absolut antal neutrofiler &r 1gt, varvid snabbare upprékning medges.



Varje laboratorium bér etablera sin egen optimala fargningstid.

Varje laboratorium bér etablera ett normalomrade. Blod frdn normala personer bor
utsattas for bada de beskrivna procedurerna, som kontroller med varje testserie som utfors.
Om reagenssystemet fungerar tillfredsstéllande, kommer antalet formazaninnehallande
celler att ka till dver det normala, efter stimulering av kontrollen med bakterieextraktet.

Den kvantitativa respons hos kliniskt friska personer som erhalls med det stimulerade
NBT-testet varierar avsevart,>® vilket gor det svartolkat. NBT-testvdrden kommer emellertid
vanligen att stiga med ytterligare 10-50 % positiva celler, pa grund av nérvaron av olika
stimulanter.2**?* Exempelvis kan ett ostimulerat prov, som gav 10 % positiva celler,
forvéntas ge 20 till 60 % positiva celler efter stimulering. Anvéndning av Stimulant,
katalognummer 840-15, enligt beskrivning ovan, bér ge férhéjd respons i blod frén friska
personer.

Férhdjda varden har rapporterats nér helblod i reaktionsblandningen ersétts med
cerebrospinalvétska fran fall med bakteriell meningit,* eller synovialvatska fran fall med
pyrogen artrit.** Anvandning av andra kroppsvétskor &n helblod har inte utvérderats
fullstandigt och bedémningar om anvandning av dessa med de erhalina reagenserna kan
for narvarande inte erbjudas.

Data som erhallits fran denna procedur tjanar endast som ett hjalpmedel vid diagnos
och bdr granskas tillsammans med andra kliniska, diagnostiska tester eller information.

PROCEDUR:
Ostimulerat:

Ett stimulerat NBT-test (behandling av blod med bakterieextrakt) kan utféras som en
positiv kontroll i samband med, eller efter detta ostimulerade NBT-test, fér att detektera
metaboliska defekter hos neutrofilfunktion. Det stimulerade NBT-testet beskrivs ocksa.

Inkubation av prov och framstéllning av utstryk:
1. Med en plastpipett 6verfors 0,12 ml NBT-I6sning till en vial, katalognummer 840-50.
2. Tills&tt 0,2 ml val blandat, hepariniserat blod. Blanda férsiktigt men val genom att luta latt
pé och “rulla” vialen. Vand inte upp och ned pa vialen. Forslut val.
3. Inkubera vid 37 °C i 10 minuter. Ta ut och 14t sta i rumstemperatur (18-26 °C) i ytterligare
10 minuter.
. Blanda den hepariniserade blod-NBT-blandningen igen genom att forsiktigt “rulla” den.
. Med en plastpipett verfdrs 50-75 pl blandning till ett rent objektglas.
OBS: Var forsiktigt sa att vita blodkroppar inte skadas under utstryksberedningen.
6. Bered ett ganska tjockt utstryk for att minska skador p& formazaninnehéllande celler,
som blir 6mtaligare.>* Lat utstryket lufttorka.
7. Behandla utstryket med ACCUSTAIN WRIGHT-FARG, katalognummer WS 10, enligt
foljande:
a. Fldda torkat utstryk med 1 ml farg i 15 sekunder.
b. Till flédat utstryk tillsatts 1 ml destillerat vatten och lat sta i 30 sekunder (l&angre tid
oOkar fargintensiteten).
c. Skolj utstryket med vatten, 1at rinna av och torka forsiktigt med pappershandduk eller
lufttorka.
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Stimulerat:

Denna procedur kan utféras samtidigt med, eller efter det ostimulerade NBT-testet,
som mdjligt hjdlpmedel i detektionen av metaboliska defekter av neutrofilfunktion (se
avsnittet “Avsedd anvandning”).

Inkubation av prov och framstélining av utstryk:

1. Overfor 0,1 ml NBT-16sning till en vial, katalognummer 840-50.

2. Med en plastpipett tillsatts 0,05 ml hepariniserat blod och 5 pl Stimulant-Iésning. Blanda
forsiktigt men vél genom att luta I&tt pa och “rulla” vialen. Forslut val.

3. Fortsatt med steg 3 till 7 som i “Procedur (ostimulerad)” och fortsatt med avsnittet
“Mikroskopisk undersékning och berakning”.

PRESTANDAEGENSKAPER

Testvarden rapporteras i form av procent av positiva (formazaninnehallande)
neutrofiler.

Mikroskopisk undersékning och berédkning:

Skanna férgat utstryk med anvandning av oljeimmersionsobjektiv och rékna totalt 100
eller fler neutrofiler. Registrera de neutrofiler som visar formazanavlagringar som positiva.
Dessa kan ibland verka diffust granulerade, men férekommer huvudsakligen som stora,
oregelbundet formade, mérkt purpurfargade till svarta intracytoplasmiska inklusioner. Vid
registrering av positiva neutrofiler bor de av Feigin® framlagda stipulationerna féljas. Dessa
innefattar:

1. neutrofilen maste vara hel, med cellmembranet intakt.

2. neutrofilen maste vara ensam, utan kontakt med andra celler eller cellulart material
(férutom roda blodkroppar). Neutrofiler i klungor av leukocyter eller trombocyter bér inte
medréknas.

3. for att anses som positiv maste neutrofilen innehélla formazanavlagringar i form av
stora, oregelbundet formade, diskreta massor.

4. procenten positiva av 100 eller fler rdknade neutrofiler registreras dérefter.

OBS: Endast neutrofiler skall rdknas. Formazanavlagringar kan ocksa férekomma i
monocyter eller i trombocytklungor.™**"** Som vidare forbéttring kan bestdmningen av
procenten av NBT-positiva neutrofiler géras samtidigt med en total sammanrékning och
differential av vita blodkroppar, fér att medge berékning av det absoluta antalet positiva
celler. Feigin et al.” anvande procenten av NBT-positiva och absolut antal NBT-positiva
neutrofiler for att utveckla ett nomogram for prelimindr patientklassificering.
Anvandningen av deras publicerade nomogram kan emellertid inte rekommenderas om
exaktheten av dess tilldmpning inte kan pavisas i ert laboratorium.

FORVANTADE VARDEN
Normalt omrade' 2-17 % Positiva celler
Medelvérde 9% Positiva celler
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De flesta forskare™*18202240465% rannorterar medelvarden for kliniskt friska personer
pa 10 % eller mindre positiva (formazaninnehallande) neutrofiler, &en om vissa prov kan
ge varden upp till 17 %." De flesta observatérer &r eniga'>"2'“ om att procenten av
positiva neutrofiler vanligen ar forhojd i narvaro av bakterieinfektion, férutsatt att leukocyter
ar metaboliskt normala. Paterson och Matula® fann att alla patienter med bakteremi
uppvisar férhéjda NBT-testvarden.

Normala eller laga varden i franvaro av bakterieinfektion rapporteras i:
virussjukdomar'2”?
reumatoid artrit'>*
lungemboli®
vévnadstransplanterade patienter®’
cancer*'®
kvinnor, post partum’*
postoperativa patienter’
andra febersjukdomar (eller sjukdomar med leukocytos) utan bakteriellt ursprung'2”'s'

Normala eller laga vérden i narvaro av bakterieinfektion rapporteras i:

lokaliserade infektioner'*** (in vitro-studier antyder att neutrofil respons kréver att
stimulus ar tillrackligt starkt?)

administrering av kortikosterodier,
mede|43447‘49454

antibiotikaterapi dar effektiviteten kan anges som en minskning av procenten av
positiva celler, ibland p& mindre an 6 timmar

primar tuberkulos™'

fenylbutazon och immunsupprimerande

Metaboliska defekter av neutrofilfunktion, som t.ex.:
kronisk granulomatds sjukdom®7811424
neutrofila brister hos myeloperoxidas®” eller glukos-6-fosfatdehydrogenas®
kongenital och férvarvad agammaglobulinemi’
systemisk lupus erythematosus'#**®
sjukdomstillstind som karakteriseras av immunkomplex'
lipokrom histiocytos’
kronisk myeloid leukemi**
kwashiorkor®
diabetes®
6vervaldigande infektioner®#7545”

Forhdéjda varden rapporteras vid:
bakterieinfektioner173‘7,13‘l7—2|‘33,4042 53,56,57,58
nocardiainfektioner eller andra systemiska svampinfektioner'2s”
olika parasitinfektioner, inklusive malaria2#4
miliér tuberkulos™*
tuberkulés meningit”*

Foérhojda vérden i franvaro av bakterieinfektion rapporteras i:

normala spadbarn, yngre an tvd manader (dven nyfdédda och prematura
spédbam)’-“‘”'““

graviditet®

Chekiak-Higashi-syndrom®

idiopatisk myelofibros'*

osteogenesis imperfecta?'

hemofili

Hodgkins sjukdom eller andra lymfom* ¢!

Behcets syndrom®

inflammatorisk tarmsjukdom™

tyfoid/paratyfoid immunisering (inom nagra timmar)'2

streptokinasterapi®?

viral meningit*

viral hepatit®

post-dialys®

patienter som tar orala preventivmedel®* (vissa rapporter antyder att orala
preventivmedel inte framkallar nagon effekt)*

myokardinfarkt®

Reproducerbarhetsstudier utfordes av samma teknolog pa blod fran 25 patienter, med
anvandning av den beskrivna metoden. Duplikatresultat, uttryckta som procent av positiva
NBT-celler, var fran 2-90 %. Anvandning av den statistiska metoden av minsta kvadrater
gav en korrelationskoefficient pa 0,9834 mellan duplikaten.

Om observerade resultat skiljer sig fran forvantade resultat, kontakta Sigma-Aldrich
tekniska service for assistans.
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