
Die Durchführung eines „stimulierten“ Verfahrens kann sich bei der Aufdeckung eines
intrinsischen Defekts neutrophiler Zellen als hilfreich erweisen.4,6,7,11,18,42,49,50

REAGENZIEN
NBT-FLÄSCHCHEN, Bestell-Nr. 840-10
Nitroblautetrazolium, 1 mg, gefriergetrocknet, mit Phosphatpuffer und Natriumchlorid.

HEPARIN, NATRIUMSALZ, Bestell-Nr. 840-20
Silikonisierte Glasfläschchen mit Heparin (Schwein), 20 Stück, zur Entnahme von 1 ml Vollblut.

FLÄSCHCHEN, GLAS, MIT DECKEL, Bestell-Nr. 840-50
Silikonisierte Fläschchen zum Inkubieren der Proben.

ACCUSTAIN® WRIGHT-FARBSTOFF, Bestell-Nr. WS 10 
Wright-Farbstoff, 0,3 %, gepuffert bei pH 6,8, in Methanol.

STIMULANS, Bestell-Nr. 840-15
Bakterienextrakte (nicht lebensfähig), gefriergetrocknet.

AUFBEWAHRUNG UND STABILITÄT:
NBT-Fläschchen im Dunkeln im Kühlschrank bei (2–8 °C) aufbewahren. Stimulans im

Kühlschrank bei (2–8 °C) aufbewahren. Heparin und Fläschchen bei Raumtemperatur
(18–26 °C) aufbewahren.

ACCUSTAIN Wright-Farbstoff bei Raumtemperatur (18–26 °C) aufbewahren. Bis zu
dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatum stabil.

VORBEREITUNG:
Die NBT-LÖSUNG wird durch Rekonstitution eines NBT-Fläschchens, Bestell-Nr. 840-10,

mit 1,0 ml destilliertem Wasser zubereitet. Einige Minuten stehen lassen, dann kräftig
mischen. Das aufgelöste Fläschchen ist 1 Tag stabil, wenn es im Kühlschrank (2–8 °C)
gelagert wird.

Die STIMULANS-LÖSUNG wird durch Rekonstitution des Stimulans, Bestell-Nr. 840-15,
mit 1,5 ml destilliertem Wasser zubereitet. Zum Auflösen schütteln. Unter 0 °C
aufbewahren. Die Lösung kann mehrmals eingefroren und aufgetaut werden.

VORSICHTSMASSNAHMEN:
Bei der Handhabung von Laborreagenzien sollten normale Vorsichtsmaßnahmen

eingehalten werden. Bei der Entsorgung von Abfällen alle örtlichen, staatlichen und
nationalen Vorschriften befolgen. Aktuelle Hinweise zu Risiken, Gefahren und
Sicherheitsmaßnahmen sind dem Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

US-Gefahren- und Sicherheitsangaben
NBT Fläschchen. Vorsicht: Nicht einatmen und Kontakt vermeiden.
Heparinfläschchen. Vorsicht: Nicht einatmen und Kontakt vermeiden. Zielorgan: Blut
Stimulans. Vorsicht: Substanz noch nicht vollständig geprüft
Wright-Färbelösung ist ENTZÜNDLICH und TOXISCH. Toxisch bei Einatmen,

Hautkontakt und Verschlucken. Reizt Augen und Haut. Von Zündquellen fernhalten – nicht
Rauchen. Behälter dicht geschlossen halten. Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe
und Schutzkleidung tragen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort einen Arzt zuziehen (wenn
möglich dieses Etikett vorzeigen).

EU-Gefahren- und Sicherheitsangaben (Vorsicht: Substanzen sind noch nicht vollständig
geprüft)

NBT Fläschchen. Kontakt mit Augen und Haut vermeiden. Staub nicht einatmen.
Stimulans. Vorsicht: Die Substanz ist noch nicht vollständig geprüft.
Wright-Färbelösung ist HOCHENTZÜNDLICH und TOXISCH. Hochentzündlich.

Toxisch: Gefahr schwerer, irreversibler Schäden bei Einatmen, Hautkontakt und
Verschlucken. Toxisch bei Einatmen, Hautkontakt und Verschlucken. Von Zündquellen
fernhalten – nicht Rauchen. Behälter dicht geschlossen halten. Bei Unfall oder Unwohlsein
sofort einen Arzt zuziehen (wenn möglich dieses Etikett vorzeigen). Bei der Arbeit
geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.

VERFAHREN
PROBENNAHME:

Es wird empfohlen, die Probennahme gemäß NCCLS-Dokument M29-A2
durchzuführen. Keine Testmethode kann eine absolute Gewähr dafür liefern, dass Blut- und
Gewebeproben keine Infektionen übertragen. Deshalb müssen alle Blutderivate und
Gewebeproben als potenziell infektiös behandelt werden.

Blut sollte nicht mehr als 2 Stunden vor Durchführung des Tests entnommen werden.
Falls die Probe nicht unmittelbar getestet wird, sollte sie im Kühlschrank aufbewahrt
werden.9,33 Zur Venenpunktion wird eine Kunststoffspritze verwendet. Das Einbringen von
Gewebeflüssigkeit ist zu vermeiden. Die Nadel wird von der Spritze abgenommen, bevor
genau 1 ml Blut sorgfältig in ein silikonisiertes Sammelröhrchen mit 20 Einheiten Heparin,
Bestell-Nr. 840-20, gegeben wird. Sorgfältig, aber gründlich mischen, indem das Fläschchen
30 Sekunden leicht gekippt und „gerollt“ wird. Kontakt zwischen Blut und Deckel vermeiden.

SPEZIELL ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN:
Mikroskop mit Ölimmersionsobjektiv.
Pipetten zum genauen Abmessen der für diesen Test erforderlichen Volumina.
Wasserbad, 37 °C
Mikroskop-Objektträger

HINWEISE:
Wenn das Verfahren unter Verwendung des Reagenz mit einer normalen Blutprobe

durchgeführt wird, sollte eine erhöhte Reaktion erzielt werden. Ist das nicht der Fall, könnte
das Reagenz verfallen sein.

Ein dicker Abstrich weist mehr neutrophile Zellen auf, besonders wichtig bei einer
niedrigen relativen und absoluten Zahl neutrophiler Zellen, was eine schnellere Auszählung
ermöglicht.

Jedes Labor sollte seine eigene optimale Färbezeit bestimmen.
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NITROBLAU
TETRAZOLIUM (NBT)
REDUKTION
(Verfahren Nr. 840)

VERWENDUNGSZWECK
Für den histochemischen Nachweis der intrazytoplasmatischen NBT-Reduktion in

neutrophilen Zellen zur Identifizierung neutrophiler Funktionsstörungen und/oder
Unterscheidung pyrogener Infektionen.2 Die NBT-Färbereagenzien dienen der „In-vitro-
Diagnostik“.

Park und seine Mitarbeiter1 waren die ersten, die den Nitroblautetrazolium (NBT)-
Neutrophilen-Reduktionstest als diagnostisches Mittel zur Unterscheidung von durch
Bakterien verursachtem Fieber und Fieber nicht bakteriellen Ursprungs einsetzten. Zum
Test gehörte eine Inkubation von Blut mit einer gepufferten NBT-Lösung. Es werden
Abstriche vorbereitet, gefärbt und unter dem Mikroskop untersucht, um den Prozentsatz
neutrophiler Zellen mit intrazytoplasmatischen Formazanablagerungen zu bestimmen. Bei
bakteriellen Infektionen ist dieser Prozentsatz für gewöhnlich erhöht.

Einige Krankheiten, besonders diejenigen mit metabolischen Funktionsstörungen der
neutrophilen Zellen, weisen niedrige oder normale NBT-Testwerte auf, selbst bei einer
aktiven bakteriellen Infektion. Diese Krankheiten können mit einer Modifizierung des NBT-
Tests nachgewiesen werden, der eine In-vitro-Stimulation des Phagozytensystems
miteinschließt. Diese Stimulation kann durch Hinzugabe von Bakterienkulturfiltrat,2,3

Latexpartikeln,4,5 Zymosan,6 Endotoxin,7-9 Glaskontakt,6 oder hohe Heparinkonzentrationen9-12

zum Blut-NBT-Inkubationsgemisch erreicht werden. Die In-vitro-Stimulation von Blut von
normalen Personen ohne zelluläre oder humorale Schädigungen und ohne Störungen des
granulozytären Metabolismus weisen einen höheren Prozentsatz formazanhaltiger
neutrophiler Zellen auf. Zellen von Patienten mit solchen Schädigungen (z.B. chronische
granulomatöse Sepsis, CGD) weisen keine positive Reaktion auf, nicht einmal bei einer
Stimulierung.4,6,8,11

Es erschienen zahlreiche Arbeiten2,4,7,13-27, die die ursprüngliche Behauptung1 der
diagnostischen Bedeutung dieses Tests entweder bestätigten oder verneinten. In einer
Übersicht des aktuellen Stands des NBT-Tests in der klinischen Diagnostik meint Segal28,
dass der Test bei der Diagnose pyrogener Infektionen von geringem Wert sei. Als Reaktion
auf diese Kritik weisen Freeman und King29 darauf hin, dass die widersprüchlichen
Ergebnisse der unterschiedlichen Labors auf schlecht standardisierte Methoden des
ursprünglichen Verfahrens nach Park1 zurückzuführen sind.

Zu den technischen Faktoren, die die Ergebnisse des NBT-Tests beeinflussen können,
gehören:

1. Dauer und Temperatur, bei der das Blut vor dem Test aufbewahrt wird.9,10

2. Dauer und Temperatur, bei der das Blut-NBT-Gemisch inkubiert wird.6,9-12,30-34

3. Heparin- oder NBT-Konzentration.6,9-12,31-34

4. Kapilläres versus venöses Blut.35

5. Kunststoff- versus Silikonglas-Kontakt während der Inkubation.34

6. Erfahrung des Testers.15,29

7. Silikon- versus Nicht-Silikonglas-Kontakt während der Aufbewahrung oder Inkubation.6

8. Probennahme in Vacutainer® Röhrchen.24

9. Angewandte Kriterien zur Bestimmung positiver und negativer Zellen.2,11,26,33,35

10. Verwendung von EDTA als Antikoagulans; daraus folgende Inhibition der NBT-
Reaktion.3,12

Die inhibitorische Wirkung der EDTA kann anscheinend vermieden werden, wenn der
Test auf Leukozytenmanschettenpräparaten durchgeführt wird, die aus Vollblut in
Gegenwart von Ficoll®, einem Saccharosepolymer, 33 zubereitet werden. Von Ficoll® wird
gesagt, dass es während der Inkubation mit NBT eine schützende Wirkung auf die
zytoplasmatische Membran der Leukozyten ausübt.36 Patterson37 und andere20,38 schlugen
ebenfalls die Verwendung von Leukozytenmanschettenpräparaten vor, um die neutrophilen
Zellen zu konzentrieren und dadurch die Auszählungszeit zu verkürzen.

Aufgrund des Standardisierungsbedarfs bietet Sigma-Aldrich ein semiquantitatives
NBT-Verfahren an, das auf einer Modifizierung der Methode von Feigin et al.17,34 beruht, die
von der Referenzmethode von Park und Mitarbeitern1 abgeleitet wurde.

Der NBT-Test wurde als Hilfsmittel vorgeschlagen:

1. Zur Identifizierung von Patienten mit chronischer granulomatöser Sepsis oder ähnlichen
Krankheiten aufgrund metabolischer Funktionsstörungen neutrophiler Zellen.4-6,11,39

2. Zur Unterscheidung zwischen Fieberzuständen und/oder Leukozytosen durch
bakterielle Infektionen und Krankheiten nicht-bakteriellen Ursprungs.1,7,17,18

3. Zur Bestimmung der Reaktion auf Antibiotikatherapie.1,2,7,17-19

4. Zur Überwachung von Patienten mit hoher Anfälligkeit für bakterielle Infekte.7,20

Zur Testdurchführung werden heparinisierte Blutproben mit einer gepufferten NBT-
Lösung unter sorgfältig überwachten Bedingungen inkubiert.1,11,34 Es werden dann Abstriche
zubereitet, gefärbt und unter dem Mikroskop untersucht, um den Prozentsatz neutrophiler
Zellen zu bestimmen, die intrazytoplasmatische Ablagerungen von reduziertem NBT
(Formazan) aufweisen.

Unstimuliert
Normale Neutrophile Zellen Wenige Formazanablagerungen1,2,17-22,40-48

+ NBT
Stimuliert Zunehmender Prozentsatz von

(In-vivo oder In-vitro) Formazanablagerungen1-3,7,17-20,40-43

Neutrophile Zellen mit
Metabolischen Störungen Unstimuliert
(z.B.CGD etc.) Wenig oder keine Formazanablagerungen6,7,11,18

+ NBT
Stimuliert Wenig oder keine Formazanablagerungen6,7,11,18

(In-vivo oder In-vitro)
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Es wird empfohlen, dass jedes Labor einen Normalbereich definiert. Blut von normalen
Individuen sollte bei beiden beschriebenen Verfahren als Kontrolle mit jeder Testserie
getestet werden. Falls das Reagenzsystem befriedigend funktioniert, wird die Anzahl
formazanhaltiger Zellen nach der Stimulierung der Kontrolle mit dem Bakterienextrakt über
den Normalbereich ansteigen.

Die quantitative Reaktion des stimulierten NBT-Tests klinisch gesunder Personen weist
beträchtliche Unterschiede auf2,3, was die Auswertung erschwert. Die NBT-Testwerte
werden jedoch normalerweise aufgrund der Anwesenheit verschiedener Stimulanzien um
weitere 10-50 % positiver Zellen erhöht.2,3,9,24 Beispielsweise wird eine unstimulierte Probe,
die 10 % positive Zellen aufweist, nach einer Stimulierung 20 bis 60 % positive Zellen
ergeben. Die Verwendung des Stimulans, Bestell-Nr. 840-15, wie oben beschrieben, sollte
in Blut von gesunden Individuen eine erhöhte Reaktion erzielen.

Es wurden erhöhte Werte gemeldet, wenn Vollblut im Reaktionsgemisch durch
Rückenmarkflüssigkeit von Patienten mit bakterieller Meningitis44 oder durch
Synovialflüssigkeit von Patienten mit pyrogener Arthritis ersetzt wurde.53 Die Verwendung
anderer Körperflüssigkeiten als Vollblut wurde noch nicht vollständig untersucht, und zu
diesem Zeitpunkt kann keine Beurteilung über die Verwendung mit den angebotenen
Reagenzien abgegeben werden.

Die aus diesem Verfahren gewonnenen Daten dienen nur als Hilfe zur Diagnose und
sollten im Zusammenhang mit anderen klinischen Diagnostiktests und Informationen
überprüft werden.

VERFAHREN:
Unstimuliert:

Ein stimulierter NBT-Test (Behandlung des Bluts mit Bakterienextrakten) kann als
Positivkontrolle gemeinsam mit oder anschließend an diesen unstimulierten NBT-Test
durchgeführt werden, um metabolische Funktionsstörungen neutrophiler Zellen
nachzuweisen. Der stimulierte NBT-Test wird ebenfalls beschrieben.

Inkubation der Probe und Vorbereitung der Abstriche:
1. Mit einer Plastikpipette 0,12 ml NBT-Lösung in ein Fläschchen, Bestell-Nr. 840-50,

übertragen.
2. 0,2 ml gut gemischtes heparinisiertes Blut hinzufügen. Behutsam, aber gründlich

mischen, indem das Fläschchen leicht gekippt und „gerollt“ wird. Das Fläschchen nicht
umdrehen. Fest verschließen.

3. Bei 37 °C 10 Minuten inkubieren. Herausnehmen und bei Raumtemperatur (18–26 °C)
weitere 10 Minuten stehen lassen.

4. Das heparinisierte Blut-NBT-Gemisch erneut durch behutsames „Rollen“ mischen.
5. Mit einer Kunststoffpipette 50–75 µl des Gemischs auf einen sauberen Glasobjektträger

auftragen.
HINWEISE: Während der Vorbereitung der Abstriche muss darauf geachtet werden,
dass mechanische Beschädigungen der weißen Blutzellen möglichst gering gehalten
werden.

6. Einen Abstrich von mittlerer Dicke vorbereiten, um mechanische Beschädigungen der
formazanhaltigen Zellen zu reduzieren, die empfindlicher werden.6,34 Den Abstrich an der
Luft trocknen lassen.

7. Den Abstrich mit ACCUSTAIN Wright-Farbstoff, Bestell-Nr. WS 10, wie folgt behandeln:
a. Den trockenen Abstrich mit 1 ml Farbstoff 15 Sekunden überschwemmen.
b. Dem überschwemmten Abstrich 1 ml destilliertes Wasser zugeben und 30 Sekunden

stehen lassen (längere Zeiten verstärken die Farbintensität).
c. Den Abstrich mit Wasser spülen, das Wasser ablaufen lassen und trockentupfen oder

an der Luft trocknen lassen.

Stimuliert:
Dieses Verfahren kann gleichzeitig mit oder anschließend an den unstimulierten NBT-

Test als mögliches Hilfsmittel zum Nachweis metabolischer Funktionsstörungen
neutrophiler Zellen (siehe Abschnitt „Verwendungszweck“) durchgeführt werden.

Inkubation der Probe und Vorbereitung der Abstriche:
1. 0,1 ml NBT-Lösung in ein Fläschchen, Bestell-Nr. 840-50, übertragen.
2. Mit einer Kunststoffpipette 0,05 ml heparinisiertes Blut und 5 µl Stimulanslösung

zugeben. Behutsam, aber gründlich mischen, indem das Fläschchen leicht gekippt und
„gerollt“ wird. Fest verschließen.

3. Mit den Schritten 3 bis 7 wie unter „Verfahren (Unstimuliert)“ fortfahren und mit dem
Abschnitt „Mikroskopische Untersuchung und Zählung“ weiterfahren.

LEISTUNGSMERKMALE
Testergebnisse werden als Prozentsatz positiver (formazanhaltiger) neutrophiler

Zellen angegeben.

Mikroskopische Untersuchung und Zählung:
Den gefärbten Abstrich mit dem Ölimmersionsobjektiv scannen und 100 oder mehr

neutrophile Zellen zählen. Als positive neutrophile Zellen werden Zellen mit
Formazanablagerungen registriert. Diese können gelegentlich als diffus granulär
erscheinen; erscheinen jedoch hauptsächlich als großer, unregelmäßiger, dunkelvioletter
bis schwarzer intrazytoplasmatischer Einschluss. Wenn die neutrophilen Zellen als positiv
gezählt werden, wird empfohlen, die von Feigin34 aufgestellten Bedingungen zu befolgen.
Zu diesen Bedingungen gehören:
1. Die neutrophile Zelle muss ganz sein, mit einer intakten Zellmembran.
2. Die neutrophile Zelle muss eine Einzelzelle sein, ohne Kontakt zu anderen Zellen oder

Zellmaterial (außer roten Blutzellen). Neutrophile Zellen in Klumpen aus Leukozyten
oder Thrombozyten sollten nicht gezählt werden.

3. Um als positiv eingestuft zu werden, muss die neutrophile Zelle Formazanablagerungen
in Form großer, unregelmäßiger, einzelner Massen enthalten.

4. Es wird dann der Prozentsatz positiver Zellen von 100 oder mehr neutrophilen Zellen
notiert.

HINWEIS: Es werden nur neutrophile Zellen gezählt. Formazanablagerungen können auch
in Monozyten oder in Thrombozytenklumpen auftreten.1-3,51,52 Als weitere Verfeinerung kann
die Bestimmung der prozentualen NBT-positiven neutrophilen Zellen gleichzeitig mit einer
Zählung aller weißen Blutzellen und dem Differentialblutbild durchgeführt werden, um die
Berechnung der absoluten Anzahl positiver Zellen zu ermöglichen. Feigin und Mitarbeiter17

benutzten die prozentuale Anzahl NBT-positiver und die absolute Anzahl NBT-positiver
neutrophiler Zellen, um ein Nomogramm für eine vorläufige Patientenklassifizierung zu
erstellen. Die Verwendung dieses publizierten Nomogramms wird jedoch nicht empfohlen,
außer wenn Ihr Labor es exakt anwenden kann.

REFERENZWERTE
Normalbereich17 2-17 % Positive Zellen
Mittelwert 9 % Positive Zellen

Die meisten Forscher 1-3,14,18,20-22,40-48,53-55 geben Mittelwerte für klinisch gesunde Personen
von 10 % oder weniger positiven (formazanhaltigen) neutrophilen Zellen an, obwohl einige
Proben Werte von 17 % aufweisen.17 Die meisten Beobachter sind sich einig1,2,17-21,40-42, dass
der Prozentsatz positiver neutrophiler Zellen bei einer bakteriellen Infektion ansteigt, sofern
die Leukozyten metabolisch normal sind. Paterson und Matula2 fanden heraus, dass alle
Patienten mit einer Bakteriämie erhöhte NBT-Testwerte aufweisen.

Bei den folgenden Befunden werden normale oder niedrige Werte bei Abwesenheit
einer bakteriellen Infektion berichtet:

Viruserkrankungen1,2,7,17

Rheumatoide Arthritis1,5,53

Lungenembolie13

Patienten mit Gewebetransplantationen2,7

Krebs2,18

Postpartale Frauen7,47

Postoperative Patienten7

Andere Fieberzustände (oder Befunde mit Leukozytose) nicht-bakterieller
Herkunft1,2,7,15,18

Bei den folgenden Befunden werden normale oder niedrige Werte bei
Vorhandensein einer bakteriellen Infektion berichtet:

Lokalisierte Infektionen7,13,53,56 (In-vitro-Studien zeigen, dass die Reaktion neutrophiler
Zellen einen Stimulus ausreichender Stärke verlangt2)

Verabreichung von Corticosteroiden, Phenylbutazon und Immunosupressiva43,47,49,54 

Antibiotikabehandlungen, deren Wirksamkeit anhand eines reduzierten positiven
Prozentsatz gemessen wird, manchmal in weniger als 6 Stunden18

Primärtuberkulose7,13

Metabolische Funktionsstörungen neutrophiler Zellen wie:
Chronisch granulomatöse Sepsis4,7,8,11,42,49

Neutrophiler Mangel an Myeloperoxidase57 oder Glucose-6-Phosphatdehydro-
genase50

Angeborene oder erworbene Agammaglobulinämie7

Systemischer Lupus erythematodes1,2,5,18

Krankheitsbilder, die durch Immunkomplexe gekennzeichnet werden15

Lipochrome Histiozytose7

Chronische myeloische Leukämie43,44

Kwashiorkor39

Diabetes58

Systemische Infektionen22,27,54,57

Erhöhte Werte wurden berichtet bei:
Bakteriellen Infektionen1-3,7,13,17-21,33,40-42,53,55,57,58

Nocardia-Infektionen oder anderen systemischen Pilzerkrankungen1,2,57

Verschiedene Parasitenerkrankungen, u.a. Malaria2,40,41,48

Miliartuberkulose7,13

Tuberkulöse Meningitis7,13

Erhöhte Werte bei Abwesenheit einer bakteriellen Infektion wurden berichtet bei:
Gesunden Kindern, jünger als zwei Monate (auch Neugeborene und

Frühgeborene)7,35,42,55,59

Schwangerschaft 46

Chekiak-Higashi-Syndrom60

Idiopathische Myelofibrose15,43

Osteogenesis imperfecta21

Hämophilie21

M. Hodgkins oder andere Lymphome47,61

Behcet-Syndrom62

Entzündliche Darmerkrankung14

Typhus-/Paratyphusimmunisierung (innerhalb weniger Stunden)13,33,60 

Streptokinasebehandlung22

Virale Meningitis54

Virale Hepatitis63

Nach der Dialyse20

Patienten, die orale Kontrazeptiva einnehmen64 (einigen Berichten zufolge haben orale
Kontrazeptiva keinen Einfluss)45,46

Myokardinfarkt65

Der gleiche Technologe führte Studien zur Reproduzierbarkeit mit Blut von
25 Patienten unter Anwendung des beschriebenen Verfahrens durch. Duplikat-Resultate,
ausgedrückt in Prozent positiver NBT-Zellen, lagen bei 2–90 %. Die Anwendung der
statistischen Methode der kleinsten Quadrate führte zu einem Korrelationskoeffizienten
von 0,9834 zwischen den Duplikaten.

Falls sich die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen
unterscheiden, bitte den technischen Kundendienst von Sigma-Aldrich verständigen.
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