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APLICACION DIAGNOSTICA DEL 
NITROAZUL DE TETRAZOLIUM 

M. RESTREPO, C. AGUDELO, J. MOLINA, L. ARISTIZABAL 

Hemos evaluado la prueba de la reduc-
ción del nitroazul de tetrazolium realizada 
por los leucocitos circulantes, en un total 
de 170 personas. Se encontró que sirve co-
mo ayuda diagnóstica en los pacientes con 
septicemias, al hacerse la reacción franca-
mente positiva. Otras entidades febriles co-
mo infecciones piógenas no generalizadas, 
tuberculosis, absceso hepático amibiano y 
malaria, presentaron la prueba dentro de los 
límites normales. En las micosis sistémicas 
existe una alteración mayor que en las su-
perficiales, con diferencias significativas en-
tre la Paracoccidioidomicosis tratada y no 
tratada. 

En entidades febriles de origen no bac-
teriano, con leucocitosis marcada o sin ella, 
como lupus eritematoso sistémico, artri-
tis reumatoidea o ciertos tumores malignos, 
la prueba fue normal. 
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INTRODUCCION 

El nitroazul de tetrazolium (NAT) es 
una sustancia incolora que adquiere co-
lor azul-negro cuando es reducido, debido 
a la gran avidez por iones hidrógeno den-
tro de los leucocitos durante el proceso de 
fagocitosis. Baehner y N a t h a n ( l ) , en 1967 
demostraron que una pequeña proporción 
de polimorfonucleares reducen "in vitro" 
espontáneamente el NAT, formando en su 
interior un precipitado insoluble de forma-
zan, suc e diendo esto por un aparente estí-
mulo de fagocitosis (2,3). 

El mecanismo de la.prueba no se ha 
comprendido en forma precisa, siendo ne-
cesario de todas maneras que exista una al-
teración de la membrana del neutrófilo, que 
puede ser inducida por su exposición a bac-
terias o sus productos. La reducción del co-
lorante dentro del neutrófilo depende de 
la presencia y actividad de la enzima NADPH 
oxidasa, en la estimulación de la vía de la 
hexosa monofosfa to durante la fagocitosis 
(3). Inicialmente Park y col. (2) en 1968, 
utilizaron esta prueba para demostrar la au-
sencia de enzimas dentro de los leucocitos 
como sucede en la enfermedad granuloma-
tosa crónica, en donde existe fagocitosis de 
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Tabla 1- Entidades clínicas de las 170 personas estudiadas. 

las bacterias pero no se realiza bacteriolisis 
y por lo tanto hay una falta absoluta de re-
ducción del colorante por parte de los neu-
trófilos. Estos mismos autores (2,3) obser-
varon que la reducción del NAT estaba au-
mentada en los neutrófilos de la sangre pe-
riférica en presencia de infecciones bacte-
rianas, sugiriendo que esta prueba ayudaría 
al diagnóstico rápido de infecciones. 

En el presente trabajo utilizamos este 
procedimiento de reducción del azul de te-
trazolium, como prueba para diferenciar in-
fecciones bacterianas de otras infecciones 
(3) o enfermedades inflamatorias no bacte-
rianas. 

MATERIAL Y METODOS 

Se estudiaron en total 170 personas, 
agrupadas en diferentes entidades (Tabla 1). 
A cada uno de los pacientes se les hizo un 
leucograma completo y para la prueba del 

nitroazul de tetrazolium (NAT o NBT), se 
utilizó el método original descrito por Park 
y colaboradores (2) en 1968 en el cual se 
emplea 0.1 mi. de sangre venosa heparini-
zada (75 a 100 unidades de heparina por mi.) 
con un volumen igual de azul de tetrazolium 
en buffer de fosfato, pH 7.2; incubación de 
25 minutos y finalmente extendidos cuida-
dosamente en porta-objetos para ser colorea-
dos con Wright (Figura 1). Al microscopio 
se determina el porcentaje de polimorfonu-
cleares con depósito de formazan (Figuras 
2 y 3). 

Consideramos como normales, las ci-
fras recomendadas por Gordon y Col. (4) 
en 1973, quienes informaron un promedio 
de reducción de 6.1% y un rango que varió 
entre 1 y 14%. Valores mayores del 14% 
se tomaron como anormales. 

RESULTADOS 

En la gráfica 1 se encuentra que nues-
tro grupo control de personas adultas entre 
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Figura 1 - Pasos a seguir en la prueba de Azul de Tetrazo-
lium. 

En un pequeño número de pacientes 
con otro tipo de infecciones producidas por 
bacterias piógenas (Gráfica 1), encontramos 
dos pruebas francamente positivas; corres-
pondientes a un niño con meningitis por 
Escherichia coli con una reducción del 52% 
y un aborto séptico por bacilos gram-negati-
vos con 4 7 % . Los otros casos presentaron 
porcentajes de reducción baja y correspon-
dieron a un paciente con absceso faríngeo 
por Estafilococo aureus, otro con abscesos 
subcutáneos múltiples por la misma bacte-
ria; un tercero con celulitis por Estreptoco-
co pyogenes y el último con una infección 
urinaria por Escherichia coli. 

23 y 35 años y clínicamente sanas, nos dió 
un promedio de reducción del colorante del 
5 .4%, todos dentro del rango ya enuncia-
do como normal. 

El grupo con reacciones más elevadas, 
(Gráfica 1), correspondió al de las septice-
mias; en estos pacientes se llegó al diagnósti-
co definitivo, al encontrar los hemocultivos 
positivos, varios días después de la prueba. 
Las bacterias aisladas fueron: Estafilococo 
aureus en 9, Escherichia coli en 6 y 1 caso de: 
Meningococo, Klebsiella, Enterobacter y Al-
caligenes. Con excepción de 2 pacientes, to-
dos tuvieron las reacciones anormales, la 
media fue de 27.9% y la máxima de 68% 
en una septicemia por Echerichia coli. No 
encontramos diferencias estadísticamente 
significativas entre los agentes etiológicos. 

En otro tipo de enfermedades bacte-
rianas (Gráfica 1) como la tuberculosis pul-
monar activa, las pruebas estuvieron siem-
pre dentro de los límites normales, con una 
media de 6 . 8 % . 

En la Gráfica 2 se muestran las prue-
bas practicadas en varias infecciones produ-
cidas por hongos y protozoos. En los 9 pa-
cientes con paracoccidioidomicosis que, en 
el momento de la prueba, no habían recibi-
do tratamiento, el resultado tiende a salir 
de los límites normales, con una media de 
15 .1%; en cambio los 16 pacientes restan-
tes que ya habían sido tratados por un 
tiempo largo, presentaron una media de 
8 .5%. Entre estos dos grupos se encontra-
ron diferencias estadísticamente significati-
vas (p=<0.005). 

Figuras 2 y 3 - Aspecto microscópico de leucocitos con depósitos de colorante. 
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1- PRUEBA CON AZUL DE TETRAZOLIUM II- PRUEBA CON AZUL DE TETRAZOLIUM 

Gráfica 1 - Positividad de la prueba en grupo normal y 
pacientes con septicemias, otras infecciones piógenas y 
tuberculosis. 

Gráfica 2- Positividad de ¡a prueba en pacientes con 
Paracoccidioidomicosis, Candidiasis, Absceso Hepático 
Amibiano y Malaria. 

En los 6 pacientes con Candidiasis, 
aunque es un grupo pequeño, es interesan-
te anotar que los dos que están por encima 
del 14%, corresponden a Candidiasis gra-
nulomatosa crónica diseminada y los valo-
res bajos, se encontraron en lesiones locali-
zadas en piel o mucosas. 

De los individuos parasitados con pro-
tozoos, los 4 abscesos hepáticos amibianos 
sin infección bacteriana agregada, estuvie-
ron dentro del rango normal. 

Estudiamos 32 pacientes con malaria, 
9 de ellos, tenían Plasmodium vivax y 23 
Plasmodium falciparum. En todo el grupo 
la media de reducción estuvo en 7.4°% y 
con excepción de un paciente con Plasmo-
dium falciparum, las pruebas fueron norma-
les. Este enfermo además de malaria, pre-
sentó leucocitosis con neutrofilia y se 
sospechó una infección bacteriana que no 
fue posible comprobar. No se encontraron 

diferencias significativas entre las dos espe-
cies de Plasmodium. 

En la Gráfica 3, observamos en la pri-
mera columna, 6 pacientes con diagnóstico 
de hepatitis y se nota que la distribución de 
la reducción del colorante fue variada en 
los diferentes casos. Las otras tres columnas 
de esta misma gráfica, se refieren a grupos 
de pacientes que presentaron síndromes fe-
briles con o sin leucocitosis y en los cuales 
posteriormente se comprobaron por el labo-
ratorio los diagnósticos de Lupus Eritema-
toso Sistémico, Artritis Reumatoidea y Lin-
foma o Melanoma, cuyas pruebas de reduc-
ción del colorante se consideraron como 
normales. 

DISCUSION 

La prueba del azul de tetrazolium se 
ha convertido en un método de ayuda para 
el diagnóstico de infecciones bacterianas y 
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III- PRUEBA CON AZUL DE TETRAZOLIUM 

Gráfica 3- Positividad de la prueba en pacientes con 
Hepatitis, Lupus, Artritis Reumatoidea y Tumores. 

su diferenciación de otras infecciones, cola-
genosis y de ciertas enfermedades de carác-
ter maligno (2,5-7). 

En nuestro estudio se observó una fran-
ca reacción positiva en las septicemias; aun-
que tuvimos 2 pacientes con la prueba den-
tro de límites normales, a quienes se les 
comprobó bacteriológicamente una septice-
mia, lo que puede catalogarse como falsa 
reacción negativa; otros autores (5,6,8-10) 
informan algunos casos semejantes. Los 
porcentajes de reducción del colorante ba-
jos, correspondieron a infecciones localiza-
das, sin bacteremia. Otros investigadores 
(11-13) con un número mayor de pacientes 
obtuvieron resultados similares y observa-
ron como nosotros, que las bacterias coli-
formes en infecciones sistémicas, causan a 
menudo pruebas más elevadas en contraste 
con los procesos localizados, como los de 

tracto urinario bajo y las faringo-amigdalia-
nas que no elevan notoriamente la reacción. 

En la tuberculosis pulmonar y en la 
meningitis tuberculosa se han informado 
índices bajos de reducción del colorante 
(2,4-6,14-16); en nuestros 18 pacientes 
con tuberculosis pulmonar activa no tratada, 
observamos las pruebas dentro de los lími-
tes normales. 

En cuanto a las micosis, las publicacio-
nes existentes son escasas; inicialmente 
Park y Col. (2) informaron resultados posi-
tivos en pacientes con septicemias por 
Candida albicans. Posteriormente Soonattra-
kul y Andersen (6) mencionan dos casos 
de meningitis por Cryptococcus en los cua-
les la prueba estaba ligeramente por encima 
de lo normal en uno de ellos. Bittner y Col. 
(17) tanto en un caso de candidiasis sisté-
mica como en otro con candidiasis muco-
cutánea crónica, encontraron el NAT den-
tro de límites normales. En nuestros pacien-
tes las micosis sistémicas tuvieron una ten-
dencia a estar ligeramente por encima del 
límite normal, como ocurrió en la mayoría 
de pacientes con paracoccidioidomicosis no 
tratada y en los dos casos con candidiasis 
granulomatosa crónica diseminada. 

La prueba del nitroazul de tetrazolium 
en las parasitosis, también ha sido poco eva-
luada. Chrétien y Garagusi (18) presenta-
ron 4 casos de parasitosis, tanto por helmin-
tos como por protozoos, incluyendo un ca-
so de absceso hepático amibiano, en los cua-
les la prueba aparece con un aumento en la 
positividad. En nuestros 4 pacientes con 
amibiasis hepática, ninguno estuvo por en-
cima del límite normal. 

En malaria, los pocos casos publicados 
(5,6,18,19) hablan de un aumento de positi-
vidad del NAT. Contrariamente a estos au-
tores, en el grupo de 32 pacientes que estu-
diamos, la media de reducción del coloran-
te estuvo en 7.4% y solamente uno llegó a 
18% y fue un paciente quien al parecer te-

nía una infección bacteriana sobreagrega-
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da, caso similar al informado por Gjer löff -
Schmidt y Col. (20) en un paciente con ma-
laria y fiebre tifoidea y la prueba del NAT 
mayor del 6 0 % . Con el número de pacientes 
con malaria estudiados por nosotros pode-
mos afirmar en forma categórica que la 
prueba no se altera en infecciones por 
P. vivax ó P. falciparum. 

En los pacientes con hepatitis viral los 
porcentajes de reducción fueron variados, 
pero con este número tan reducido no se 
puede llegar a una conclusión definitiva. Pa-
ra evaluar las virosis es necesario ampliar el 
número de pacientes con diferentes infec-
ciones. Otros autores (4,6,14,17,21) afirman 
que en las infecciones virales, en las que se 
incluyen casos de hepatitis, la prueba del 
NAT está casi siempre dentro de los llmites 
normales. 

En pacientes con síndromes febriles di-
ferentes a los de origen microbiano con ó 
sin leucocitosis como puede ocurrir en el lu-
pus eritematoso sistémico, la artritis reu-
matoidea y las neoplasias, la prueba se com-
portó como en los individuos normales, es-
tando de acuerdo con lo informado por 
otros autores (2,6,8,17,20,22). En estas en-
tidades también se han observado cambios 
én el porcentaje de reducción de la prueba 
al llevar a cabo el t ra tamiento; Wenger y 
Col. (22), Tratt y Col. (23) y Tan y Col. 
(24) afirman que cuando se administran es-
feroides la reacción está disminuida, por el 
contrario en aquellas enfermedades en don-
de existe un aumento de la susceptibilidad 
a infecciones piógenas, estas hacen elevar 
el índice de reducción. 

SUMMARY 

The nitroblue tetrazolium test (NBT) 
was evaluated in a group of 170 patients and 
controls. Our findings showed that the test 
was a useful diagnostic tool in the patients 
with septicemia. In untreated pulmonary tu-
berculosis, amoebic hepatic abscess, malaria 
and in other non-infectious febrile illnesses 
such as rheumatoid arthritis, systemic lupus 

erythematosus, malignancies and in normal 
controls the NBT test was within normal 
limits. 

BIBLIOGRAFIA 

1.- Baehner, R.L. and Nathan, D.G.: Leucocyte oxida-
se: defective activity in chronic granulomatous di-
sease. Science 155: 835-836, 1967. 

2 . - Park, B.H., Fikrig, S.M. and Smithwick, E.M.: In-
fect ion and nitroblue-tetrazolium reduction by neu-
trophils. A Diagnostic aid. Lancet 2: 532 ,534 ,1968 . 

3 . - Baehner, R.L., Nathan, D.G., Karnovsky, M.L.: Co-
rrection of metabolic deficiencies in the leucocytes 
of patients with chronic granulomatous disease. 
J. Clin. Invest. 49: 865, 1970. 

4. - Gordon, A.M., Rowan, R.M., Brown, T.G. and 
Carson, H.C.: Routine application of the nitroblue 
tetrazolium test in the clinical laboratory. J. Clin. 
Pathol. 26:52-56, 1973. 

5 . - Matula, G. and Paterson, P.Y.: Spontaneous in vitro 
reduction of ni troblue tetrazolium by neutrophils 
of adult patients with bacterial infect ion. New Engl. 
J. Med. 285: 311-317, 1971. 

6 . - Soonattrakul, W. and Anderson, B.R.: Diagnostic 
accuracy of the nitroblue tetrazolium test. Arch. 
Intern. Med. 132: 529-532, 1973. 

7 . - Schmidt, K., Klitgaard, N.A., Simonsen, E.E. and 
Mortensen, O.K.: The diagnostic value of the NBT-
test in the case of febrile diseases. Scand. J. Clin. 
Lab. Invest. 34: 83-90, 1974. 

8 . - Feigin, R.D., Shackelford, P.G., Choi, S.C., Flake, 
K.K., Franklin, F.A. and Eisenberg, C.S.: Nitroblue 
tetrazolium dye test as and aid in the dif ferent ia l 
diagnosis of febrile disorders. J. Pediat. 78: 230-237, 
1971. 

9 . - Park, B.H.: The use and limitations of the nitroblue 
tetrazolium test as a diagnostic aid. J. Pediat. 
78: 376-378, 1971. 

10.- Campos, M.E., Rabinovich, S. and Smith, I.M.: The 
nitroblue tetrazolium test. An evaluation of the 
false positive and false negative results. Arch. In-
tern. Med. 133: 432, 436, 1974. 

11.- Bjorkstén, B. and Chateau, P.: Use of the nitroblue 
tetrazolium (NBT) test in the d i f ferent ia t ion bet-
ween pyelonephrit is and cystitis. Acta. Pediat. 
Scand. 64: 182-186, 1975. 



APLICACION DIAGNOSTICA DEL NITROAZUL DE TETRAZOLIUM 165 

12.- Bjorkstén, B., Ekst iand, T., Gothefors , L. and 
Ostberg, Y.: The nitroblue tetrazolium (NBT) test 
and white blood cell count in acute throat infec-
tions. Scand. J. Infect . Dis. 7: 45-49, 1975. 

13.- Bjorkstén, B. and Wahlby, L.: The ni t roblue tetra-
zolium (NBT) and white blood cell count in pa-
tients with acute abdominal pain, with special refe-
rence to acute appendicitis. Acta. Chir. Scand. 141: 
65-68, 1975. 

14.- Fikrig, S.M., Berkovich, S., Emmet t , S.M. and 
Gordon, C.: Nitroblue tetrazolium dye test and di-
fferent ial diagnosis of meningitis. J. Pediat 82: 
855-857, 1973. 

15.- Mandell, G.L. and Fuller, L.F.: Nitroblue tetrazo-
lium dye test in Tuberculosis. Am. Rev. Resp. Dis. 
105: 123-125, 1972. 

16.- Ryden, S.E. and Silverman, L.F.: Nitroblue tetra-
zolium test in tuberculosis. Am. J. Clin. Pathol. 
62: 431-434, 1974. 

17.- Bittner, S.J., Kieff , E., Windhorst, D. and Meir, P.: 
The use of the unst imulated nitroblue tetrazolium 
test as a routine screening test for bacterial infec-
tion in an adult populat ion: A reassessment. Am. 
J. Clin. Pathol. 60: 843-853, 1973 

18.- Chretien, J.H. and Garagusi, V.F.: N.B.T. Test in 
Parasitic Diseases. Lancet 2: 549, 1971. 

19.- Andersen, B.R.: NBT - Test in Malaria. Lancet 2: 
317, 1971. 

2 0 . - Gjer löff -Schmidt , K., Klitgaard, N.A., Efsen-Simon-
sen, E. and Koldkjaer-Mortensen, O.: The diagnos-
tic value of the NBT test in the case of febrile 
Diseases. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 34: 83-90 
1974. 

2 1 . - Sher, R., Anderson, R., Rabson, A.R. and Koor-
nhof , H.J.: Standardisation of the nitro-blue tetra-
zolium test and factors af fec t ing its clinical appli-
cation. S. Afr. Med. J. 48: 209-212, 1974. 

2 2 . - Wenger, M.E. and Bole, G.G.: Nitroblue tetrazo-
lium dye reduction by peripheral leukocytes f r o m 
rheumatoid arthritis and systemic lupus erythema-
tosus patients measured by a histochemical and 
spectrophotometr ic method. J. Lab. Clin. Med. 
82: 513-521, 1973. 

2 3 . - Tratt, G.E., Myers, A.R., Moellering, R.C., Wein-
nerg, A.N. and Bloch, K.J.: Assessment of leuco-
cyte funct ion in Systemic Lupus Erythematosus . 
Arthritis Rheum. 13: 353-354, 1970. 

2 4 . - Tan, C.V., Rosner, F. and Feldman, F.: Nitroblue 
tetrazolium dye reduction in various hematologic 
disorders. N.Y. State J. Med. 73: 952-956, 1973. 


