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Prueba de reduccién del NBT. S:gmf:cado

utilidad e im pltcac:anes

Por el Dr.:
Anerro Banmastes B*

Barrantes B, A. Prueba de reduccion del NBT. Significado, wtilidad ¢ implicaciones. Rev Cub

Ped 47; 1, 1975,

Sz revisan el significado, wlilidad « impliuu'ilrnc- de 1n prucha de reduceion del NHAT, Se
presentan los resultados obtenidos en 98 pacientes estudiados con diferentes estados febriles,
incluidos algunes con linfoma. Se reafirma la conflabilidad y wiilidad de la prucba ¥ se rece-

miends su utilizacion.

A finales del siglo pasado. 1883, Met
chuikoff formulé la primera teoria  ce-
lular de la inmunidad al observar que
un material extrafio | bacterias, colorante)
introducido en los tejidos de un equino-
dermo. la estrella de mar. era ripidamente
rodeado, ingerido v eventualmente destrui-
o por eflulag moviles. Metehnikaff inter-
preti ¢l fendmeno como represcilante de
una variedad de respuesta inmune, inde-
pendiente de la  humoral, destinada a
proteger al organismo de intrusos peligro-
sos; con ¢l tiempo e ha demostrado la
participacion de ambos mecanismos, tan-
to el cclular como el humoral, en la res.
puesta inmune.!

* Direcior del Laboratorio de Investigaciin
Clinica. Hospital Mexien, Caja Costarricense de
Segure Social. Sam José, Costa Rica,

Los fendmenos de inmunidad celular a
las infeeciones se reducen a tres procesos
diferentes: a) la fagocitosis, que parece
depender de factores séricos mis que de
una reactividad celular modificada (opso-
ninasl, b) la muerte intracelular de los
microrganismos, ejecutada por sustancias
la mayor parte inespecificas v producidas
expontaneamente por los fagocitos (lizozi-
ma, fagocitina, histonas y protaminas); v
c) la digestion intracelular del material
fagocitade, mediada por enzimas intrace.
lulares probablemente inducidas v dirigi-
das especificamente contra los compuestos
que constituyen la particula  fagocitada
(fosfatasa dcida, nucleotidasa, ribonuclea-
sa, desoxirribonucleasa, beta-glucoronida-
da, catepsina, lisozima, fosfatasa alealina
v tal vez otras ain no determinadas).



Fn ¢l curso de una infeccién natural
en una persona cuyos neutrofilos funcionen
normalmente, los organismos infectantes
son fagocitados por los neutrdfiles “in
vive”. Tal accidon pued: inducir cambios
metahélicos suficientes en estos neutréfilos
para causar reduccion expontinca  “in
vitro”™ del nitroblue tetrazolium en una
proporcién mayer de ncutrofilos en com-
paracion con gente sana y con pacientes
con enfermedad no bacteriana.

Tal fue la teoria. que postularon Park
et al en 1968% cuando introdujeron la téc-
nica de reduccion del NBT para la dife-
renciacion de eiertos tipos d: infecciones
bacterianas de aquellas cnfermedades no
bacterianas algunas veces confundidas de-
bido & la fiebre, leucocitosis y otros sin-
tomas clinicos.

Las sales de fretazefinum han side utili-
zadas ampliamente en estudios histoqui-
micos de varias enzimas; en ¢l sitio de
actividad .enzimdtica la sal incolora cs re-
ducida a formazin, que es insoluble en
agua y puede ser reconocido ficilmente
como un depdsito azul oscuro.?

La técnica de reduccion del NBT ze
empled inicialmente para estudiar los pa-
cientes con enfermedad granulomatosa crd-
nica, entidad que se caracleriza per inca-
pacidad de los neutréfilos de reducir el
NBT, pero que conservan su capacidad de
fagocitar. Los neutréfilos de estos pacien-
tes tiemen una deficiencia metabélica que
se atribuye a falta de NADH oxidasa.
En-este caso, es atil ¢l empleo del NBT
estimulado con endotoxina en que los pa-
cientes con esta enfermedad lo dan nega-
tivo y los pacientes normales dardn hasta
un 50% d= los neutréfilos positives.

La leucocitosis frecueniemente acompafia
ifueciones bacterianas, pero, incidentes de
stress como quemaduras, cetoacidosis dia-
bética, disturbios emocionales y ejercicio
extenuante pueden producir leucocitosis y
limitar su utilidad en ¢l diagnéstico dife-
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rencial.* Ez aqui donde se pone de mani-
fiesto la utilidad de la prucha de redue-
cion del NBT porque la vamos a encentrar,
salvo algunas excepciones, clevada en in-
fecciones bacterianas vy [ingicas sin tra-
tamiento.

El mccanismo de reduccion del NBT
a formaxzdn en el citoplazma del fagocito
no esta enteramente claro. Parece que la
membrana eslular debe ser alterada para
la penstracion del colorante ¥ que la dia-
forasa del NBT (NADH oxidasa) es la
respansable dz Ta transferencia del ién hi-
drogeno d- la forma reducida del NADH
al NBT. encontrandose esta enzima en los
granulos del citeplasma  (lizosomas) .

En opinion del fr. Park. dos condi-
cionez deben tomarse en euenta cuando se
lleva a cabo la reduecion espontanea del
NET: a) que el sistema fagocilarie del
huésped. tanto celular como humoral, esté
operando normalmente, b} que la infec
cidn envuelva la circulacidn sistemitica.

Park et al. en 19687 encontraron en
individuos normales un promedio de 8,5%
{3-10%) de neutrdfilos positivos, en pa-
cientes con meningitis bacteriana 46.6%
{18705, en scpticemia por C. albicans
A3.2% (25.56%). en otras  infecclones
bacterianas agudas 28.7% 112.35%) y en
infeceion viral 9.5% (3-13%). Los resul-
tados de Humbert et al* y Feigin et al®
sobre el particular son muy similares.

Se diferencia ¢l rabajo de Feigin et ol*7
en que estudiaron 247 pacientes durante
el curso de su hospitalizacién con enferme-
dad febril, dividiéndolos en ocho grupos
dependiendo del tipe de enfermedad. Se
llevé a cabo la prueba del NBT y un con-
teo de leucocitos con diferencial en cada
uno de los pacientes. Sohre la base de estos
niimeros =e calcularon los valores poreen-
tuales y absolutos de neutrdfiles NBT po-
gitivos. Con estos datos s: construyd un
nomograma que permitio colocar los oche
grupss iniciales de trabajo dentre de cua-
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tro grupos que se clasificaron de la si-
guiente manera: A) Normales, B) In.
feceion viral, infeceién bacteriana pareial-
mente tratada y  enfermedad febril no
infeceioza, €) Infeccién bacteriana no tra-
tada, 1)) Infeccion bacteriana inefectiva-
mente tratada (grafico).

Con ¢l porcentaje y el valor’ absoluto
de eflulas NBT positivas es posible clasi-
ficar al paciente estudiado dentro del
grupo correspondiente, Las probabilidades
de wna correcta clasificacién  aumentan
cuanto mis alejado de la linea de division
¢ halle el punto.

La impesibilidad de diferenciar pacientes
con  infeecion  bacleriana  efectivamente
tratada de pacientes con enfermedad viral,
e« debido a la rapidez con que ¢l porcen-
taje de cilulas NBT positivas baja hacia
lo normal con una terapia antibidtica efec-
liva.®

Feigin ha demostrado que ¢l porcentaje
de células NBT positivas es muy importante
de tomar en cuenta,® puesto que ha visto
pacientes con  infeccion  bacteriana  bien
documentada con una proporcién absoluta
de eélulas NBT positivas baja, pero con
un alto porcentaje de células positivas. Ha
ohservado lo contrario en pacientes con
leucocitosis que no poseen infeccion bac-
teriana,* pero opina que es importante lo-
mar en cuenta que la eficacia de una cla-
sificacidn correcta se encuentra aumentada
cuande ambos parametros son tomados en
cuenta,”

Es importante tener en cuenta que exis
ten en esta prucha, como en muchas otras
prucbas de laboratorio, falsos negatives v

falsos positivos.

Dentro de los lalsos negativos mis im-
portantes s¢ encuentran los defectos con-
geénitos en el componente humoral y celular

HOXOORANA D FEIOIN

NO.ABSCLUTO DE § 000
CELULAS NBT
POSITIVAS

GRUPO A: Individuos normales.

PORCERTAJE DE CELULAS
NBT POSITIVAS

GRUPO B: Infecclones virales - ¢nfermedad febril no infecciosa-
infeccidn bacteriana parcialmente tratada.

Grupo €: Infeccién bacteriana no tratada.

Grupo D: Infaccifn bacteriana inefect{vamente trotada.
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del sistema fagocitario.” Otros falsos nega-
tivos se observan cuando la funcién de
los leucocitos estd alterada como sucede en
pacientes con quimioterapia con citotoxicos.
alcohélicos, con stress quirirgico. con
quemaduras, con infeccion  por  virus
influenza, con insuficiencia vascular como
sucede en enfermedad por Hemoglobina S,
y con nefrosis.” Ademis cualquier infeccion
localizada que no es reflsjada en la cir
culacién sistémica puede ser responsable
de un resultado falso negative.

En los falsos negativos se encuentran los
pacientes con osteogénesis imperfecta por
haber un consumo de oxigeno y actividad
de la via de las pentosas monofosfato au-
mentada; y los hemofilicos, en aguellos
que tienen sangrado leve o terapia trans
fusional, por fagocitosis inducida por la
fibrina.® Una respuesta falsa positiva en
¢l recién nacido. estd relacionada con una
actividad metabélica aumentada de los leu-
cocitos.! Ademas s¢ observan falsos positi-
vos en—ta- malaria y la nocardiasis’ en
pacientes que han recibido vacuna contra
la tifoidea® y en pacientes con Sindrome

de Chediack-Higashi.*

Es importante tomar en cuenta que no
hay ninguna correlacion entre la fiebre
v el namero total de leucocitos con ¢l por-
centaje de células NBT positivas tanto en
infecciones bacterianas como en enferme-
dades febriles no bacterianas.®® Estos ha-
lazgos de no correlacién sirven para en-
fatizar la independencia de los cambios
enzimaticos celulares y el conteo de leuco.
citos durante la infeecion.’

Con respecto al resuliado de la prueba
#n pacientes con terapia de esteroides, hay
opiniones divididas y resultados diferentes
de varios investigadores>'® por eso debe
inlerpretars> con precaucién en pacientes
recibiendo corticoesteroides.”

El periodo de liempo necesario para
aumentar ¢l porcentaje de células NBT
positivas es imposible de precisar. En algu-
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nos pacientes con meningitis  bacteriana
a los cuales se le hizo la prucha dentro
de las doce horas del inicio de los sintomas
clinicos, ¢l porcentaje de eélulas NBT po-
sitivas s> encontraba cerca de treinta.”

La reduccitn a valores normales después
de terapia antibacteriana puede ser tan
ripida como dieciocho horas, independien-
te del total de leucocitos.*?' Los indices
pueden permaneccer anormalmente elevados
por un large periodo de ticmpo si la res.
puesta clinica al tralamiento es pobre.t
Durante el tratamiento de infecciones bac-
terianas se produce una inhibicion especi-
fica d= la reduccién lisosomal del NBT.

Rubinstein et al** incubaron neutrofilos
con antibidticos y observaron que no se
producia disminucion en la reduccién, dni-
camente con valores arriba de los terapéu-
ticos, pero ain en allas concentraciones
eran capaces de [agocitar las bacterias.
Proponen estudiar #i esta disminucion en
la reduccién del NBT se debe: a) produe-
tos 1éxicos bacterianos, b) productos que
salen de !a bacteriolisis, como en la reac.
cibn de Herxheimer después de terapia con
penicilina en pacientes luéticos, ¢} zlgunas
drogas antimicrobianas,

MATERIAL ¥ METODO

Fueron estudiados 98 pacientes con dis-
tintas entidades nosolégicas, muchas de las
cuales cursan con fichre y leucocitosis
pudiendo ser confundidas con enfermedad
bacteriana, Solo 9 cran personas sanas sin
problemas de ninguna especie.

A todos se les practicé un conteo de
leucocitos y una férmula diferencial; ade-
mis, una prucha de _reduccién del NBT
(Sigma). A los pacientes con diferentes
tipos de linfomas se les practico ademils
determinacién de fosfatasas alcalinas leu-
cocitarias (Sigma) y cuantificacion de fi-
brinégeno plasmitico (Dade), para esti-
mar su grado de actividad.

R.C. P
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Fl método del NBT se practicé como lo
propuso Park et af en 1968,7 con la tnica
modificacidn de tomar la muestra con ci-
trato de sodio (proporcién 1:9) y no con
lieparina,

Sohre la base de los resultados obtenidos
«¢ procedié a clasificar a los pacientes de
acucrdo con el nomograma de Feigin et al*
(grifico) y luego s> correlaciond este re-
sultado con el proceso patoligico que pre-
sentaban los pacisntes,

RESULTADOS

Del total de personas estudiadas, 52
fueron clasificadas como del Grupo A
(53.0%), pero cuatro fueron sacados por
no corresponder al grupe A va que tenian
un porcentaje de células NBT positivas
muy alto, pero con un valor absoluto muy
bajo debido a la leucopenia que tenia tres
¥ a la granulopenia que tenia uno (cuadros
[ y ). Los otros 48 presentaron un pro-
medio de células NBT de 8,09,

Fueron clasificados en el Grupe B 26
pacientes (26,5% ) con un promedio de
células NBT positivas de 18,8% (cuadro
[17.

Asimismo, 17 pacientes (17.3% ) fue.
ron clasificados en el Grupe C con un
promedio de eflulas NBT positivas  de
6,775 (evadro TV) y 3 pacientes en el
Grupo 1) con un promedio de 58,67 de
eflulas NBT positivas (cuadra V),

Fueron catalogados con base a las foe
fatakns alcalinas leucocitariaz, a la cuanti-
ficacién de fibrindgeno y a lox hallazgos
clinicos 18 linfomas no hodgkinianos ¥
5 linfomas de Hodgkin como actives, que
son los que estin clasificados en los grupos
B. C y D. Los que se encuentran en el
grupo A son tedos inactivos.

No g encontré correlacidn entre los
valores de fosfatasa alealina y fibrinogeno
con el porcentaje de células NBT positivas

en ninguno de los pacientes con linfoma
active,
A C P
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DISCUSION

Sobre la base de los resultados obtenidos
podemos decir que estos se relacionan bas.
tante, con algunas excepciones, con aque-
llos obtenidos por Park et al* Feigin el al®
y Humbert et al®

Podemos ver que cuatro pacientes cla.
sificados como del Grupo A (cuadro I1)
no corresponden en realidad a este grupo
ya que tienen un porcentaje de oflulas
NBT positivas muy alto, por eso sobre la
base d+ la recomendacion de Feigin® los
sacamos y tomamos en cuenta inicamente
el porcentaje. No los colocamos en ningin
otro grupo, pero si tomamos en cuenta el
porcentaje de oflulas positivas podriamos
decir que pertenceen al grupo B.

Dentra de los clasificados del grupe B
podemos ver que una seplicemia estd colo-
cada déntro de este grupo, esto debido a
que-¢el nomero de leucocitos era bajo to-
davia, pero en una determinacién poste-
rior fue clasificada en el grupe (.

Todas las infecciones bacterianas, inclu.
yendo una vaseulitis con infeccién conco.
mitante estudindas, fueron c'asificadas en
el grupo—C. Asimismo algunos pacientes
que llegaron como infeccion bacteriana
que se clasificaron en el grupo A, no =
le pudo comprobar etiologia bacteriana v
zon algumos de los que estan en ol subgrupo
de enfermedad febril no infecciosa. Ante
estos  resultados podemeos reafirmar que
el método es bastante satisfactorio para la
diferenciacion de infeccion bacteriana de

otros problemas no bacterianos que pueden
ser confundidos.

Con rvespecto a los linfomas tanto de
Hodgkin como los no hodgkinianos, estos
aparecen en los grupos B, C o D, cuando
estin activos v en el grupo A cuando no
lo estin. Este es un dato importante a
tener en cuenta para no llegar & confusio-

nes cuando se lleve a eabo la determinacion
de la prueba de reduccion del NBT.



CONCLUSIONES

Por loz resultades obtenidos creemos
que esta prucba es de bastante confianza
para la diferenciacion de estades [rhrile:
no infeeciosos, de estados infecciosos. Faln.
unido a la simplicidad de la prueha Ja
hacen de gran utilidad diagndstica.

Debe tenerse cierto cuidado en la inter-
pretacién de los resultados cuando se Heva
a cabo la prueba en pacientes con linfoma,
tanto de Hodghin como no hodgkinianos.
porque podemos ver que cuandoe cstan ac-
tives pueden darnos bastante posiliva la
prucha del NBT. No creemos que sea una
prucba il v confiable para detectar la
actividad de los linfomas, ya que existen.
ademas. otroz métodes miz selectives v
LOgUTOE,

Como afivma o Dr. Park,'® esla prucha
e de gran ulilidad clinica: al come un
medip de mantener ¢] diagndstico en la

dilereneinciin de civrias enflermedades no
hacteriamas. e infeecidn  bacteriana, b))
vame medio de cstudiar pacientes con alta
suseeplibilidad a infeeciones, por cjemplo:

durante perivdos pre v pesoperatorios, do.
rante procezos e trasplante v durante te-

rapia inimunosapresera.

El valer diagndstice de esta prucha csta
marcadamente aumentado cuando se llevan
a cabw determinaciones  seriadas en un
periode de Hempo.™!

Comn Fergin ef of* puntualizan, la his-
toria clinica, el examen fizsico. asi como
olros exdmencs de laboraterios y gabineie
o alehen  defarse e lade cuante  esta
prueha oz cmpleada come avuda diagnios-
e, .

Su utilizacion en o repertorio de la
rulina de un laboralerie clinico, ante la
utilidad que nes brinda, parece bicn justi-
ficada.

CUADRO 1

PACIENTES CLASIFICADOS EN EL GHUPO A

KT TR FTY

N dle pavientes promedin
Normales i 8.1
Linforna no Hadzkiniano 16 T
Enfermedad {febril no infecciosa 1 8.2
Linloma de Hedgkin T 9,4
Leucemias mieloblisticas 2 85
Ancmias 2 7.0
Posparto 1 in
Hipertiroidismo 1 4,0

Totral: 8 8.0

10
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CUADRO 11

PACIENTES CLASIFICADOS EN EL GRUPO A
CON % DE CELULAS NET POSITIVAS ALTO

% células f.2ucociios Porcentaje
NBET (+) Por man’ granulocitos
Linfoma de Hodgkin 22 4 600 72
Linfoma de Hodgkin 3o 3 90 42
Adenopatias 23 5 600 41
Artritis reumatoide 22- 10 (00 23
Promedio 24.2

CUADRO 1010

PACIENTES CLASIFICADOS EN EL GRUPMO B

Porcentaje

No.de pacientes promedio
Enfermedad febril no infecciosa 12 18,3
Linfoma no Hodgkiniano f 16.0
Linfoma de Hodgkin 3 28.6
Enfermedad viral | 23,0
Infeccion bacterinna en Iratamiento i 12,0
Pritesis valvular 1 8,0
Paragonimiasis 1 15,0
Seplicemia 1 210
Total: 26 18,8

fome se ve en cate cuodro la enfermedad wral ¥ la infeccidn bacteriana en tratamiento son
dificiles de diferenciar por este métode. (Fer texto para explicacidnl,

hnEC P
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CUADRO "IV

PACIENTES CLASIFICADOS EN EL GRUPD O

Porcenlaje

No. de pacientes promedio
Linfoma noe Hedgkiniano 10 38,7
Infeccidn bacteriana 5 33,2
Vasculitis  (infeccién bacteriana) 1 30,0
Linfoma de Hodgkin 1 41,0
Total: 17 36,7

CUADRO V
PACIENTES CLASIFICADOS EN EL CHUPO D

No: g pacionie s
Linforiia ne Hedgkiniano 1 58
Reticulosarcoma 1 63 T
Linfoma de Hodgkin 1 33
Toral: 3 58,6

SUMMARY

Barrantes, B. A. Nirroblue tetrazofium (NBT) reduction test. Its significance, usefulness and
implications. Rev Cub Ped 47: 1, 1975

The siguificance, usefulness and implications of the NBT reduction test are reviewed., Hesults
obtained in 98 estudied patients with different febrile conditions, some them with lympromas,
are presented. The reliability and usefulness of this test iz reassured, and itz use is recom,
mended.

RESUME

Barranies B. A Epreuve de réduction du NBT (nitroblue teirazolium). Signification, wtidité e
implications. Bev Cub Ped 47: 1, 1975,

On [ait Ia révision de la signification, wiilité et implications de l'épreuve du NBT. On donne
les résultats oblenus chex 98 malades éwudics pressntant de- dilferents ctats febriles et aussi
quelquesuns avec lymphome. On arrive & la conclusion que 1'épreuve est trés utile.

R. C. P -
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PESXME

Bappartec B.A. TecT cHEmeHma NBT . Ero SHAYCHAS,BHTONHOCTE H OOC -

RencTREA. Rev Cub Pad 4%: 1,1975 .

PaccMATDEBRADTCA SHAYCHEA,BHTONHOCTE H DOCHENCTEEE TecTa cHExenws NBT

NpencTabnADTCA DOXyISHAHE PEIFALTATH §F 8
ONMEHEEX ERMpOMAME, YTECDERASTCA BHTOIHOCT 3TOTO TECTA

ME COCTOAHEAME B O
H PEROMERAIYETCA €0 ODDEMeHeHEe .

ONEHHX DASHEME JHEXODANOURE
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