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

HEPARIN(N), NATRIUMSALT, katalognummer 840-20
Silikoniserade glasvialer innehållande heparin(N) (från svin), 20 enheter, för tagning av 1 ml
helblod.

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

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

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

FÖRVARING OCH STABILITET:
Förvara NBT-vialer i mörker i kylskåp (2–8 °C). Förvara Stimulant i kylskåp (2–8 °C).

Förvara Heparin och vialer i rumstemperatur (18–26 °C).
Förvara ACCUSTAIN Wright-färg i rumstemperatur (18–26 °C). Stabil till det

utgångsdatum som visas på etiketten.

BEREDNING:
NBT-LÖSNING bereds genom rekonstitution av NBT-vial, katalognummer 840-10, med

1,0 ml destillerat vatten. Låt stå några minuter och blanda sedan kraftigt. Rekonstituerade
vialer är stabila i 1 dag vid förvaring i kylskåp (2–8 °C).

STIMULANT-LÖSNING bereds genom rekonstitution av Stimulant, katalog-
nummer 840-15, med 1,5 ml destillerat vatten. Skaka för att lösa upp. Förvara under 0 °C.
Lösningen kan frysas och tinas flera gånger.

FÖRSIKTIGHETSÅTGÄRDER:
Normala försiktighetsåtgärder vid hantering av laboratoriereagenser ska iakttas. Kasta

avfall enligt lokala lagar och bestämmelser. Se Faktablad om materialsäkerhet för
uppdaterad information om risker, faror eller säkerhet.

Amerikanska risk- och säkerhetsbestämmelser
NBT-vialer. Försiktighet: undvik kontakt och inandning.
Heparinvialer. Försiktighet: undvik kontakt och inandning. Målorgan: blod
Stimulant. Försiktighet: substansen är inte fullständigt testad ännu
Wright-färglösning är BRANDFARLIG och GIFTIG. Giftigt vid inandning, hudkontakt

och förtäring. Irriterar ögon och hud. Förvaras åtskilt från antändningskällor – rökning
förbjuden. Förpackningen förvaras väl tillsluten. Använd lämpliga skyddskläder och
skyddshandskar. Vid olycksfall, illamående eller annan påverkan, kontakta omedelbart
läkare. Visa om möjligt etiketten.

Risk- och säkerhetsbestämmelser enligt EU (Försiktighet: substanserna är inte fullständigt
testade ännu)

NBT-vialer. Undvik kontakt med hud och ögon. Undvik inandning av damm.
Stimulant. Försiktighet: substansen är inte fullständigt testad ännu
Wright-färglösning är MYCKET BRANDFARLIG och GIFTIG. Mycket brandfarligt.

Giftigt: risk för mycket svåra bestående hälsoskador vid inandning, hudkontakt och
förtäring. Giftigt vid inandning, hudkontakt och förtäring. Förvaras åtskilt från
antändningskällor – rökning förbjuden. Förpackningen förvaras väl tillsluten. Vid olycksfall,
illamående eller annan påverkan, kontakta omedelbart läkare. Visa om möjligt etiketten.
Använd lämpliga skyddskläder och skyddshandskar.

PROCEDUR
PROVTAGNING:

Provtagningen bör utföras i enlighet med NCCLS dokument M29-A2. Ingen känd
testmetod ger fullständig garanti för att blodprov eller vävnad inte överför infektion. Alla
blodderivat och vävnadsprov bör därför anses vara potentiellt smittsamma.

Blodprov bör inte tas mer än 2 timmar före utförande av testet. Om provet inte testas
omedelbart, bör det förvaras i kylskåp.9,33 En plastspruta används för venpunktur.
Introduktion av vävnadsvätska bör undvikas. Nålen tas av sprutan innan 1 ml blod försiktigt
sprutas in i en silikoniserad vial innehållande 20 enheter Heparin, katalognummer 840-20.
Blanda försiktigt men väl genom att luta lätt på och “rulla” vialen i cirka 30 sekunder. Se till
att blodet inte kommer i kontakt med locket.

SPECIELLA MATERIAL SOM BEHÖVS, MEN INTE MEDFÖLJER:
Mikroskop med oljeimmersionsobjektiv.
Pipetter för exakt leverans av de volymer som fordras för analysen
Vattenbad, 37 °C
Objektglas för mikroskop

ANMÄRKNINGAR:
När proceduren utförs med användning av reagensen med ett normalt blodprov, bör

förhöjd respons erhållas. Om detta inte sker, kan reagensen ha försämrats.
Ett tjockt utstryk ger större antal neutrofiler, vilket är speciellt viktigt när relativt och

absolut antal neutrofiler är lågt, varvid snabbare uppräkning medges.

1-SE

NITROBLÅTT
TETRAZOLIUM (NBT)
REDUKTION
(Procedurnummer 840)

AVSEDD ANVÄNDNING
För histokemisk påvisning av intracytoplasmisk NBT-reduktion i neutrofiler för att

identifiera neutrofildysfunktion och/eller särskilja pyrogen infektion.2 NBT
färgningsreagenser är avsedda för “in vitro-diagnostik”.

Park et al.1 anses ha varit först att tillämpa nitroblått tetratzoloium (NBT)
neutrofilreduktionstestet som ett diagnostiskt hjälpmedel för att särskilja bakteriefram-
kallande febersjukdomar från sjukdomar av icke-bakteriellt ursprung. Testet innefattar
inkubation av blod med en buffrad NBT-lösning. Utstryk framställs, färgas och undersöks i
mikroskop, för att bestämma det procenttal av neutrofiler som visar intracytoplasmiska
formazanavlagringar. Procenttalet ökar vanligen vid bakterieinfektioner.

Vissa sjukdomstillstånd, speciellt de som innefattar metaboliska neutrofilfunktions-
defekter, visar låga eller normala NBT-testvärden, även vid aktiv bakterieinfektion. Dessa
sjukdomar kan detekteras genom att modifiera NBT-testet så att det innefattar in vitro-
stimulering av det fagocytiska systemet. Denna stimulering kan åstadkommas genom att
inkorporera ett bakteriellt kulturfiltrat,2,3 latexpartiklar,4,5 zymosan,6 endotoxin,7-9 glaskontakt,6

eller höga koncentrationer av heparin,9-12 i blod-NBT-inkubationsblandningen. In vitro-
stimulering av blod från normala personer, utan cellulära eller humorala defekter och utan
försämring av granulocytmetabolismen, kommer att uppvisa en markant ökning av
procenten av formazaninnehållande neutrofiler. Celler hos patienter med sådana defekter
(t.ex. kronisk granulomatös sjukdom, CGD) uppvisar inte positiv respons, även om de
stimuleras.4,6,8,11

Talrika avhandlingar har publicerats2,4,7,13-27, vilka antingen bekräftar eller förnekar de
ursprungliga anspråken1 beträffande den diagnostiska användbarheten av detta test. I en
granskning av NBT-testets nuvarande status vid klinisk diagnos, hävdar Segal28 att testet är
av ringa värde vid diagnos av pyrogen infektion. Som svar på denna kritik framhåller Freeman
och King29 att motsägande resultat från olika laboratorier kan uppkomma vid användning av
dåligt standardiserade modifikationer av den ursprungliga proceduren enligt Park.1

Tekniska faktorer, som rapporterades påverka resultat i NBT-testet, är:

1.  duration och temperatur vid vilka blodet förvaras före analys.9,10

2.  duration och temperatur vid vilka blod-NBT-blandningen inkuberas.6,9-12,30-34

3.  koncentration av heparin eller NBT.6,9-12,31-34

4.  kapillärblod kontra venöst blod.35

5.  plast- kontra silikoniserad glaskontakt under inkubation.34

6.  observatörens erfarenhet.15,29

7.  silikoniserad kontra icke-silikoniserad glaskontakt under förvaring eller inkubation.6

8.  provtagning i Vacutainer®-rör.24

9.  kriterier som används för att identifiera positiva eller negativa celler.2,11,26,33,35

10.  användning av EDTA som antikoagulant; resulterande inhibition av NBT-respons.3,12

Den hämmande effekten av EDTA upphävs synbarligen om testet utförs på buffy 
coats, som framställts från helblod i närvaro av Ficoll®, en sackarospolymer.33 Ficoll® sägs
ha en skyddande effekt på det cytoplasmiska membranet hos leukocyter under deras
inkubation med NBT.36 Användningen av buffy coats för att koncentrera neutrofiler, varvid
uppräkningstiden förkortas, har även hävdats av Patterson37med flera.20,38

På grund av behovet av standardisering, erbjuder Sigma-Aldrich en semikvantitativ
NBT-procedur, baserad på en modifikation av metoden enligt Feigin et al.17,34, som härletts
från referensmetoden enligt Park et al.1

NBT-testet har föreslagits som ett hjälpmedel vid:

1.  identifiering av patienter med kronisk granulomatös sjukdom eller liknande sjukdomar
som beror på metaboliska defekter av neutrofilfunktion.4-6,11,39

2.  särskiljande av febersjukdomar och/eller leukocytoser med bakterieinfektion från
sjukdomar av icke-bakteriellt ursprung.17,17,18

3.  bestämning av respons på antibiotikaterapi1,2,7,17-19

4.  övervakning av patienter med hög mottaglighet för bakterieinfektion.7,20

För att utföra testet inkuberas hepariniserade blodprov med en buffrad NBT-lösning,
under noggrant kontrollerade förhållanden.1,11,34 Utstryk framställs därefter, färgas och
undersöks i mikroskop, för att bestämma den procent av neutrofiler som visar
intracytoplasmiska avlagringar av reducerat NBT (formazan).

Ostimulaterade
Normala neutrofiler Få formazanavlagringar1,2,17-22,40-48

+ NBT
Stimulerade Ökad procent av

(in vivo eller in vitro) formazanavlagringar1-3,7,17-20,40-43

Neutrofiler med
metabolisk defekt Ostimulerade
(t.ex. CGD, etc,) Få eller inga formazanavlagringar6,7,11,18

+ NBT
Stimulerade Få eller inga formazanavlagringar6,7,11,18

(in vivo eller in vitro)

Prestandan hos en “stimulerad” procedur kan visa sig användbar för att avslöja
närvaron av en egentlig neutrofildefekt.4,6,7,11,18,42,49,50
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Varje laboratorium bör etablera sin egen optimala färgningstid.
Varje laboratorium bör etablera ett normalområde. Blod från normala personer bör

utsättas för båda de beskrivna procedurerna, som kontroller med varje testserie som utförs.
Om reagenssystemet fungerar tillfredsställande, kommer antalet formazaninnehållande
celler att öka till över det normala, efter stimulering av kontrollen med bakterieextraktet.

Den kvantitativa respons hos kliniskt friska personer som erhålls med det stimulerade
NBT-testet varierar avsevärt,2,3 vilket gör det svårtolkat. NBT-testvärden kommer emellertid
vanligen att stiga med ytterligare 10–50 % positiva celler, på grund av närvaron av olika
stimulanter.2,3,9,24 Exempelvis kan ett ostimulerat prov, som gav 10 % positiva celler,
förväntas ge 20 till 60 % positiva celler efter stimulering. Användning av Stimulant,
katalognummer 840-15, enligt beskrivning ovan, bör ge förhöjd respons i blod från friska
personer.

Förhöjda värden har rapporterats när helblod i reaktionsblandningen ersätts med
cerebrospinalvätska från fall med bakteriell meningit,44 eller synovialvätska från fall med
pyrogen artrit.53 Användning av andra kroppsvätskor än helblod har inte utvärderats
fullständigt och bedömningar om användning av dessa med de erhållna reagenserna kan
för närvarande inte erbjudas.

Data som erhållits från denna procedur tjänar endast som ett hjälpmedel vid diagnos
och bör granskas tillsammans med andra kliniska, diagnostiska tester eller information.

PROCEDUR:
Ostimulerat:

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

Inkubation av prov och framställning av utstryk:
1.  Med en plastpipett överförs 0,12 ml NBT-lösning till en vial, katalognummer 840-50.
2.  Tillsätt 0,2 ml väl blandat, hepariniserat blod. Blanda försiktigt men väl genom att luta lätt

på och “rulla” vialen. Vänd inte upp och ned på vialen. Förslut väl.
3.  Inkubera vid 37 °C i 10 minuter. Ta ut och låt stå i rumstemperatur (18–26 °C) i ytterligare

10 minuter.
4.  Blanda den hepariniserade blod-NBT-blandningen igen genom att försiktigt “rulla” den.
5.  Med en plastpipett överförs 50–75 µl blandning till ett rent objektglas.

OBS: Var försiktigt så att vita blodkroppar inte skadas under utstryksberedningen.
6.  Bered ett ganska tjockt utstryk för att minska skador på formazaninnehållande celler,

som blir ömtåligare.6,34 Låt utstryket lufttorka.
7.  Behandla utstryket med ACCUSTAIN WRIGHT-FÄRG, katalognummer WS 10, enligt

följande:
a.  Flöda torkat utstryk med 1 ml färg i 15 sekunder.
b.  Till flödat utstryk tillsätts 1 ml destillerat vatten och låt stå i 30 sekunder (längre tid

ökar färgintensiteten).
c.  Skölj utstryket med vatten, låt rinna av och torka försiktigt med pappershandduk eller

lufttorka.

Stimulerat:
Denna procedur kan utföras samtidigt med, eller efter det ostimulerade NBT-testet,

som möjligt hjälpmedel i detektionen av metaboliska defekter av neutrofilfunktion (se
avsnittet “Avsedd användning”).

Inkubation av prov och framställning av utstryk:
1.  Överför 0,1 ml NBT-lösning till en vial, katalognummer 840-50.
2.  Med en plastpipett tillsätts 0,05 ml hepariniserat blod och 5 µl Stimulant-lösning. Blanda

försiktigt men väl genom att luta lätt på och “rulla” vialen. Förslut väl.
3.  Fortsätt med steg 3 till 7 som i “Procedur (ostimulerad)” och fortsätt med avsnittet

“Mikroskopisk undersökning och beräkning”.

PRESTANDAEGENSKAPER
Testvärden rapporteras i form av procent av positiva (formazaninnehållande)

neutrofiler.

Mikroskopisk undersökning och beräkning:
Skanna färgat utstryk med användning av oljeimmersionsobjektiv och räkna totalt 100

eller fler neutrofiler. Registrera de neutrofiler som visar formazanavlagringar som positiva.
Dessa kan ibland verka diffust granulerade, men förekommer huvudsakligen som stora,
oregelbundet formade, mörkt purpurfärgade till svarta intracytoplasmiska inklusioner. Vid
registrering av positiva neutrofiler bör de av Feigin34 framlagda stipulationerna följas. Dessa
innefattar:
1.  neutrofilen måste vara hel, med cellmembranet intakt.
2.  neutrofilen måste vara ensam, utan kontakt med andra celler eller cellulärt material

(förutom röda blodkroppar). Neutrofiler i klungor av leukocyter eller trombocyter bör inte
medräknas.

3.  för att anses som positiv måste neutrofilen innehålla formazanavlagringar i form av
stora, oregelbundet formade, diskreta massor.

4.  procenten positiva av 100 eller fler räknade neutrofiler registreras därefter.
OBS:  Endast neutrofiler skall räknas. Formazanavlagringar kan också förekomma i
monocyter eller i trombocytklungor.1-3,51,52 Som vidare förbättring kan bestämningen av
procenten av NBT-positiva neutrofiler göras samtidigt med en total sammanräkning och
differential av vita blodkroppar, för att medge beräkning av det absoluta antalet positiva
celler. Feigin et al.17 använde procenten av NBT-positiva och absolut antal NBT-positiva
neutrofiler för att utveckla ett nomogram för preliminär patientklassificering.
Användningen av deras publicerade nomogram kan emellertid inte rekommenderas om
exaktheten av dess tillämpning inte kan påvisas i ert laboratorium.

FÖRVÄNTADE VÄRDEN
Normalt område17 2–17 % Positiva celler
Medelvärde 9 % Positiva celler

De flesta forskare1-3,14,18,20-22,40-48,53-55 rapporterar medelvärden för kliniskt friska personer
på 10 % eller mindre positiva (formazaninnehållande) neutrofiler, även om vissa prov kan
ge värden upp till 17 %.17 De flesta observatörer är eniga1,2,17-21,40-42 om att procenten av
positiva neutrofiler vanligen är förhöjd i närvaro av bakterieinfektion, förutsatt att leukocyter
är metaboliskt normala. Paterson och Matula2 fann att alla patienter med bakteremi
uppvisar förhöjda NBT-testvärden.

Normala eller låga värden i frånvaro av bakterieinfektion rapporteras i:
virussjukdomar1,2,7,17

reumatoid artrit1,5,53

lungemboli13

vävnadstransplanterade patienter2,7

cancer2,18

kvinnor, post partum7,47

postoperativa patienter7

andra febersjukdomar (eller sjukdomar med leukocytos) utan bakteriellt ursprung1,2,7,15,18

Normala eller låga värden i närvaro av bakterieinfektion rapporteras i:
lokaliserade infektioner7,13,53,56 (in vitro-studier antyder att neutrofil respons kräver att

stimulus är tillräckligt starkt2)
administrering av kortikosterodier, fenylbutazon och immunsupprimerande

medel43,47,49,54 

antibiotikaterapi där effektiviteten kan anges som en minskning av procenten av
positiva celler, ibland på mindre än 6 timmar18

primär tuberkulos7,13

Metaboliska defekter av neutrofilfunktion, som t.ex.:
kronisk granulomatös sjukdom4,7,8,11,42,49

neutrofila brister hos myeloperoxidas57 eller glukos-6-fosfatdehydrogenas50

kongenital och förvärvad agammaglobulinemi7

systemisk lupus erythematosus1,2,5,18

sjukdomstillstånd som karakteriseras av immunkomplex15

lipokrom histiocytos7

kronisk myeloid leukemi43,44

kwashiorkor39

diabetes58

överväldigande infektioner22,27,54,57

Förhöjda värden rapporteras vid:
bakterieinfektioner1-3,7,13,17-21,33,40-42,53,55,57,58

nocardiainfektioner eller andra systemiska svampinfektioner1,2,57

olika parasitinfektioner, inklusive malaria2,40,41,48

miliär tuberkulos7,13

tuberkulös meningit7,13

Förhöjda värden i frånvaro av bakterieinfektion rapporteras i:
normala spädbarn, yngre än två månader (även nyfödda och prematura

spädbarn)7,35,42,55,59

graviditet46

Chekiak-Higashi-syndrom60

idiopatisk myelofibros15,43

osteogenesis imperfecta21

hemofili21

Hodgkins sjukdom eller andra lymfom47,61

Behcets syndrom62

inflammatorisk tarmsjukdom14

tyfoid/paratyfoid immunisering (inom några timmar)13,33,60

streptokinasterapi22

viral meningit54

viral hepatit63

post-dialys20

patienter som tar orala preventivmedel64 (vissa rapporter antyder att orala
preventivmedel inte framkallar någon effekt)45,46

myokardinfarkt65

Reproducerbarhetsstudier utfördes av samma teknolog på blod från 25 patienter, med
användning av den beskrivna metoden. Duplikatresultat, uttryckta som procent av positiva
NBT-celler, var från 2–90 %. Användning av den statistiska metoden av minsta kvadrater
gav en korrelationskoefficient på 0,9834 mellan duplikaten.

Om observerade resultat skiljer sig från förväntade resultat, kontakta Sigma-Aldrich
tekniska service för assistans.
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