|

CK-MB

METODO:
Cinético UV.

FINALIDADE:

Kit de reagentes para a determinagdo quantitativa da creatina quinase (MB) no soro ou plasma
em sistemas fotométricos.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

SIGNIFICADO CLIiNICO:

A creatina quinase (CK) é uma enzima que catalisa a transferéncia de um grupo fosfato da
creatina-fosfato para a adenosina difosfato (ADP), gerando adenosina trifosfato (ATP). A CK é um
dimero constituida por duas subunidades diferentes chamadas de M e B, formando trés
isoenzimas diferentes: a forma encontrada principalmente no cérebro e musculo liso (CK-BB), no
musculo esquelético (CK-MM) e musculo cardiaco (CK-MB). A determinacdo de CK-MB é util no
diagnostico e monitoramento de infarto do miocardio e miopatias. A isoenzima CK-MB aparece
no sangue cerca de 3-8 horas ap6s o inicio dos sintomas cardiacos e pode ser detectada por um
longo periodo depois. A CK-MB também aparece em outras condi¢des como a rabdomidlise e
derrame, sendo que no diagnostico laboratorial a determinagdo de CK total, mioglobina e
troponina T podem contribuir para a diferenciagdo entre esses quadros.

FUNDAMENTO:

O método cinético é de acordo com o International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). A CK
perde a funcdo rapidamente pela oxidacdo de grupos sulfidrilas em seu sitio ativo e a presenga
de N-acetilcisteina reverte essa degradagéo. A interferéncia da adenilato ciclase é inibida pela
diadenosina-pentafosfato. No ensaio, anticorpos policlonais inibem a subunidade CK-M e
permitem que apenas a por¢do CK-B permaneca ativa na CK-MB. Assim, a CK-B transfere um
grupo fosfato da fosfocreatina para o ADP formando ATP. O ATP serve de doador do grupo
fosfato a glicose pela agéo da hexoquinase (HK), formando glicose-6-fosfato que é transformada
em 6-fosfogluconolactona pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Essa Ultima reagéo
reduz NADP* em NADPH medido fotometricamente e sua concentracdo é proporcional a
atividade de CK-MB presente na amostra.

CK-B
Fosfocreatina + ADP — Creatina + ATP
HK
ATP + D-Glicose + H* — ADP + Glicose-6-Fosfato

G6PDH
Glicose-6-Fosfato + NADP* —— 6-Fosfoglucono-5-Lactona + NADPH + H*

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO:
Conservar entre 2 e 8 °C.

COMPOSICAO:

R1:
Imidazol, pH 6,7 >110 mmol/L
Glicose 221 mmol/L
Acetato de magnésio >11 mmol/L
EDTA 221 mmol/L
NADP >24 mmol/L
N-Acetilcisteina 224 mmol/L
Hexoquinase 225 UL
Anticorpos anti CK-MM >2000 UIN
Estabilizantes e conservantes <10 g/L

R2:

Tampao Tris, pH 9,1 >50 mmol/L
ADP >24 mmol/L
AMP 26 mmol/l
Diadenosinapentafosfato >12 umol/L
G6PDH 217 U/L
Fosfocreatina >186 g/L

MODO DE USO:
Os reagentes estdo prontos para uso e ndo dependem de preparo.

Opcionalmente, os reagentes podem ser utilizados como Reagente de Trabalho. Sendo que,
nesse caso, a propor¢ao da mistura é de 5 partes de Reagente 1 com 1 parte do Reagente 2.
Homogeneizar antes do uso.

ESTABILIDADE:

R1 e R2 sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo se mantidos fechados de 2 a 8 °C.
O Reagente de trabalho é estavel por 10 dias entre 2 e 8 °C.

Né&o congelar!

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado como descrito acima e em
sua embalagem original.

PRECAUGOES:

« Os reagentes ndo necessitam ser tratados como amostras contaminantes.

e Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na manipulagdo do reagente.

* N&o ha como assegurar que amostras bioldgicas e soros controles estdo totalmente isentos
de agentes infecciosos, portanto, é recomendado manusea-los de acordo com as instrugdes
de biosseguranca. Para as informagdes de seguranga do produto, consultar a Ficha de
Informagdes de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ).

Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, sugerimos utilizar as
regulamentagdes normativas locais, estaduais ou federais para a preservacdo ambiental.

Os reagentes contém azida sédica como conservante. Evitar contato com a pele e mucosas. Em
caso de contato com os olhos, lavar com bastante dgua por varios minutos.

AMOSTRA BIOLOGICA:
Soro ou plasma livres de hemdlise.

ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS:
A estabilidade da creatina quinase é de até 7 dias entre 2e 8 °C, Ldiaentre 20 e 25°Ce 1 més a

-20 °C.
Descongelar as amostras apenas uma vez e descartar amostras contaminadas!

INTERFERENTES:
Nenhuma das substancias abaixo apresentou interferéncia até as seguintes concentragdes:

Acido ascérbico 50 mg/dL
Bilirrubina 60 mg/dL
Hemoglobina 500 mg/dL
Triglicérides 1500 mg/dL

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
Fotometro UV/VIS

Pipetas

Cronémetro

Tubos de ensaio

Solugdo NaCl 9,0 g/L

Banho-maria a 37 °C

Controles e calibrador

METODO DE ANALISE:

A-Preparo:

Termostatizar o reagente de uso na temperatura desejada. A temperatura deve permanecer
constante (+0,5 °C) durante a execugao do teste.

B-Leitura em espectrofotémetro:

Comprimento de onda (1): 340 nm (334 a 365 nm)
Temperatura: 37 +0,5 °C

Tipo de reagdo: Cinética crescente

Calibragdo: Linear de 2 pontos, contra reagente branco

C-Esquema de pipetagem:
1- Marcar 3 tubos ou cubetas como Branco, Padrao e Amostra e proceder conforme o protocolo
a seguir:

Pipetar Tubos ou cubetas

Branco Padrao Amostra
R1 1000 pL 1000 uL 1000 uL
Agua 40 uL
Calibrador/Padrao --- 40 pL ---
Amostra - -—- 40 uL
Homogeneizar bem e incubar por 1 minuto, entdo adicione:
R2 | 200 pL 200 plL 200 plL

2- Homogeneizar bem e incubar por 2 minutos a 37 °C

3- Ler a absorbancia inicial a 340 nm contra o branco (Abs0O) acionando o cronémetro
simultaneamente

4- Ler novamente a absorbancia ap6s 1, 2 e 3 minutos, respeitando o mesmo comprimento de
onda utilizado na absorbancia inicial

D-Calculo com padréo:

Para avaliar a linearidade da reacéo, observar se as diferencas de absorbancia a cada minuto sao
equivalentes. Calcular a média das diferencas das absorbancias por minuto (AAbs/min):

(Absl - Abs0) + (Abs2 - Absl) + (Abs3 - Abs2)

AAbs/min = 3
Atividade da CK-MB (U/L) = M x Concentracdo do calibrador/padrao
AAbs/Ming, s,
Exemplo:
Padrao: Amostra:
A0 = 0,315 A0 = 0,346
Al = 0,342 Al = 0,364
A2 =0375 A2 =0381
A3 =0,399 A3 =0,398
AADS/MiMy, s, = (0,342 - 0,315) + (0,3753: 0,342) + (0,399 - 0,375) = 0,028

AAbs/ming o, = (0.364- 0,346) + (0,381 —30,364) +(0398-0381) _ 0,017

Padrdo = 25 U/L

Atividade da CK-MB = 0017

0,028

x 25=152U/L

E-Calculo com fator:
O fator calculado baseado no coeficiente de extingdo molar e pode ser aplicado:

CK-MB, 37°C, 340 nm | 8200 x AAbs/min

VALORES DE REFERENCIA:

6-25% de CK total | <24 U/L (<0,40 pkat/L)

Os valores de CK-MB devem contar por volta de 6-25% da atividade total de CK.

A atividade de CK varia de acordo com o nivel de atividade fisica e idade do paciente.

Esses valores sdo fornecidos somente como orientagdo, cada laboratério deve estabelecer sua
faixa de referéncia.

Conversdo unitaria: 1 U/L x 0,0167 = pkat/L

AUTOMAGAO:

Adaptagédo especial para analisadores esta disponivel e serd enviada ao consumidor quando
solicitada.
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CK-MB

LINEARIDADE:

A reacdo ¢é linear até a concentragdo de 1000 U/L (16,7 pkat/L). Se os valores excederem esse
intervalo, as amostras devem ser diluidas com solugdo NaCl 9,0 g/L e multiplicadas pelo fator de
diluicdo aplicado.

SENSIBILIDADE:
O limite inferior de deteccédo é 2,2 U/L (0,04 pkat/L).

PRECISAO:

Repetibilidade:

A repetibilidade foi calculada a partir de 25 determinagdes sucessivas, utilizando 3 amostras com
concentragdes diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

INTRAENSAIO n = 25 Média (U/L) Desvio padrio (U/L) CV%
Amostra 1 47,2 1,165 247%
Amostra 2 73,7 1,144 1,55%
Amostra 3 2013 2,007 1,00%

Reprodutibilidade:

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 25 determinagdes sucessivas durante 5 dias
consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes, obtendo-se os seguintes
resultados:

INTERENSAIO n = 25 Média (U/L) Desvio padrao (U/L) CV%
Amostra 1 473 1,432 3,02%
Amostra 2 74,6 1,327 1,78%
Amostra 3 199,3 2,774 1,39%

COMPARAGAO DOS METODOS:

Foram realizados testes com 45 amostras comparando-se o reagente CK-MB (y) a um teste

comercialmente disponivel (x). A analise de regresséo linear de Passing-Bablok resultou em:
y=1014x+ 0,396 coeficiente de correlacdo (~Pearson) = 0,9953

CALIBRA(;i\O E CONTROLE DE QUALIDADE:
Para Controle Interno de Qualidade Laboratorial recomenda-se o uso dos controles comerciais.

APRESENTAGOES:
£ CONTEUDO
REFERENCIA VOLUME RL R2
CK-MB VYT010307178EN 120 mL 5x20mlL 2x10mL
(Universal)
CK-MB
(BM SERIES ) VYT010308639EN 96 mL 2x40mL 2x8mL
ANVISA: 81692610181
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SERVICO DE ATENDIMENTO AO CLIENTE - SAC:
Duvidas técnicas no procedimento ou manuseio deste kit, entrar em contato com:

ASSESSORIA CIENTIFICA - VYTTRA DIAGNOSTICOS
Tel. 0800 703 4043

FABRICANTE:

Vyttra Diagnésticos S.A.

Avenida Radamés Lo Sardo, 222 - Bairro Uberaba - Braganca Paulista - Sdo Paulo
CEP: 12908-829 CNPJ: 00.904.728/0012-09

Responsavel Técnica: Patricia Yamaguti - CRF/SP: 32622

SIGNIFICADO DOS SiMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO:
Data de Fabricagdo

Data de Validade

Limite de Temperatura

Cddigo do Produto

Consultar Instrugdes de Uso

Numero do Lote
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