ebram

QUIMIMB - CKMB
Imunoinibigdo

Finalidade:

Reagao enzimatica para determinagdo quantitativa de

Creatinaquinase fragdo MB em amostras de soro humano.

Somente para uso diagndstico "in vitro".

Principio:

O anticorpo especifico inibe as subunidades M da CK-MM (CK-3) e

a Unica subunidade M da CK-MB (CK-2), o que permite a medigéao

da subunidade B da CK-MB ( supondo a auséncia de CK-BB o CK-

1). A concentragéo catalitica de CK-B, que corresponde a metade

da atividade do CK-MB, se determina utilizando rea¢des acopladas

a hexoquinase (HK) e glicose -6-fosfato desidrogenase (G6P-DH),

a partir da velocidade de formagdo da NADPH, medido a 340nm
CK-B

Fosfato de creatina + ADP---------—--- > Creatina + ATP

Hexoquinase
ATP+GlicOSE --rnmmmmmeme > ADP + Glicose-6-Fosfato

G-6-PDH
Glicose-6-Fosfato+ NADP* ------------- > Gliconato-6-fosfato +
NADPH + H+

Metodologia:
Imunoinibigao
Significado Clinico:

Tal como a CPK total, também a isoenzima CK-MB aumenta nas
primeiras horas ap06s o inicio do infarto. O pico da elevagédo da CK-
MB pode ocorrer um pouco antes do pico da CPK total. A CK-MB
pode manter-se elevada até o 3° dia e, eventualmente, até mais
tempo. As determinagbes da CPK e CK-MB podem ajudar também
a reconhecer mais precocemente o reinfarto ou para avaliar a
dimensé&o do infarto.

No diagnéstico do infarto do miocardio, ndo € s6 a dosagem da
atividade da CK-MB que tem importéncia decisiva, mas também a
porcentagem desta atividade dentro da atividade total da CPK.
Normalmente a atividade da CK-MB esta abaixo de 5 U/L e a
porcentagem de CK-MB dentro do total de atividade da CPK esta
abaixo de 3%. Existe suspeita de infarto do miocardio quando a
CPK se eleva a mais de 160 U/L e a atividade de CK-MB ultrapassa
5% da atividade total da CPK no soro.

Reagentes:

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém:
Anti-Humano CK-M capaz de inibir 2000L de CK-M, Imidazol
125mmol/L, EDTA 2 mmol/L, Acetado de magnésio 12,5 mmol/L, D-
glucosa 25 mmol/L, N-acetilcisteina 25 mmol/L, hexoquinase 6800
U/L, NADP 2,4mmol/L.

Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém:
Fosfato de creatina- 250 mmol/L, ADP- 15,2 mmol/L, AMP- 5mM,
NADP- 2 mM, N- Acetilcistina- 20 mM, AMP 25 mmol/L,P5-di
(adenosina-5"-) pentafosfato 103 umol/L, glicose-6-fosfato
desidrogenase 8800 U/L.

Soro Controle: Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: soro controle
preparado com base de soro humano e formado com isoenzimas
CKMM e CKMB.

- Verificar a concentragéo no rétulo do frasco. O valor de CKMB é
rastreavel ao material de referéncia ERM-AD455/IFCC (IRMM). A
rastreabilidade s pode ser garantida se forem utilizados reagentes
da EBRAM e procedimentos de medigéo recomendados.

Os reagentes ndo abertos séo estaveis até a data de vencimento

impressa no rétulo do produto. Durante o manuseio, os reagentes
estédo sujeitos a contaminacé@o de natureza quimica e microbiana

que podem provocar redugdo da estabilidade.

MODO DE PREPARO - REAGENTE DE TRABALHO

Para alguns analisadores é necessario preparar o Reagente de
Trabalho (verifique o protocolo do analisador): Preparar 4 partes do
reagente 1 para 1 parte do reagente 2. Ex.: 4mL de R1 + 1mL de
R2. O reagente apds o preparo é estavel até 15 dias quando
armazenado a 2 - 8°C ao abrigo da luz.

MODO DE PREPARO - SORO CONTROLE

1.Golpear o frasco levemente com os dedos para desprender o
material liofilizado.

2. Utilizando uma pipeta volumétrica calibrada, adicionar
exatamente 1,0 Ml de agua destilada no frasco.

3. Recolocar a tampa no frasco e deixar em repouso na
temperatura ambiente por 30min.

4. Antes de utilizar, inverta suavemente o frasco de 5 a 10 vezes
até o liofilizado dissolver totalmente.

Apos reconstituigdo, o controle possui estabilidade de 07 (sete)
dias se armazenado entre 2 - 8°C.

Precaugdes e Cuidados Requeridos:

Este reagente deve ser usado somente para diagnostico "in vitro".
Né&o pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No
caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de
agua e procurar auxilio médico.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem
como o tempo de reacéo para obtencéo de resultados corretos.
Nao usar se a absorbancia do branco ultrapassar 0.400 quando
medido em 340 nm (cuveta de 1cm), ou se houver dificuldade em
conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material Necessario ndo Fomecido:

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura
de 37°C e capaz de medir absorbancia de 340 nm.

2. Pipetas para medicdo de amostras e reagente.

3. Consumiveis do analisador quando usado.

4. Medidor de tempo.

Amostra:

O CK-MB no soro € estavel por 7 dias se mantido entre 2 - 8°C.
Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente
infectantes, portanto sugerimos manusea-las seguindo as normas
estabelecidas de Biosseguranca.

Preparo do Paciente:

E recomendado um jejum de 4 horas. Todavia, podera ser
modificado segundo orientagdo médica.

Interferéncias:

Bilirrubina > 20 mg/dL, Lipemia > 1,25 g/L e hemoglobina > 2,5 g/L,
as concentragdes acima do normal de CK-BB ou de adelino
quinase, e de macro-CK ou CK mitocondrial podem interferir no
resultado.

Algumas drogas e substéancias podem afetar a concentragéo do CK-
MB, sugerimos consultar Young et al.

Parametros do Sistema:

Temperatura: 37°C

Comprimento de Onda: 340 nm.

Tipo de Reagéo: Cinético

Diregéo: Crescente

Relagdo Amostra/Reativo: 1:25

Vol. Amostra: 40 pL

Vol. Reagente: 1,0 mL (800uL R1 + 200pL R2)

Tempo de Incubagéo: 5 minutos (retardo)

Intervalo de leitura: 1 minuto

Numero de Intervalos: 2 -3

Calibragao:

A calibragdo deste ensaio é efetuada através de fatoragéo, obtida
através da absorgdo média milimolar do NADH a 340 nm (6.22) sob
condicdes especificas. Os resultados das amostras estdo baseadas

na variagéo de absorbancia por minuto, portanto todos os
parametros devem ser conhecidos e controlados.

Procedimento Automatizado:

Aplicagao no sistema automatizado: vide manual para utilizagéo do
equipamento e instru¢des de uso do reagente.

Aplicagao no sistema semi-automatico: Em um tubo de ensaio
acrescentar 1,00mL do reagente de trabalho, adicionar 40 pL de
amostra/soro controle. Ler imediatamente no equipamento,
preparar também um tubo contendo pelo menos 0,5 mL do
reagente de trabalho (os equipamentos no inicio do procedimento,
solicitam que seja introduzido o reagente para verificagéo da
absorbancia do reagente), seguir protocolo analitico especifico
baseado no item Parametros do Sistema. Pode-se utilizar o fator de
calibragdo enunciado para o procedimento manual, pequenos
ajustes podem ser necessarios.

Procedimento Manual:

1. Preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na
proporgao: 1 parte do Reagente 2 + 4 partes do Reagente 1 (4mL
R1 + 1mL R2). Reagente assim preparado permanece estavel por
15 diasa 2 - 8°C.

2. Colocar 1,00mL do reagente de trabalho no tubo referente ao
soro controle.

3. Zerar o espectrofotémetro a 340 nm com agua destilada.
4.Cuidadosamente, adicionar 40pL do soro controle/amostra no
tubo correspondente, homogeneizar e deixar em BM a 37°C.
Acionar o cronémetro.

5. Registrar as absorbancias A1, A2, A3, quando completar 5,6 e 7
minutos respectivamente.

6. Determinar a média das diferengas de absorbancia (A Abs/min).
Proceder em seguida do mesmo modo com todas as amostras.
Nota: Realizar a incubagdo das amostras e soro controle
individualmente.

Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotémetros que
requerem volume minimo de 1,0 mL e podem ser ajustados
proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste.
Salientamos que volumes de amostra menores do que 10 pL
aumentam a impreciséo da medi¢édo em aplicagées manuais.

Calculos:
Média A Abs/min = (A2-A1) + (A3-A2)

2
CKMB Amostra U/L = Média A Abs/min x Fator
Fator = 8360
Exemplo:

A1=0,006/ A2=0,008/A3=0,010

Fator = 8360
Média A Abs/min = (0,008 - 0,006) + (0,010 - 0,008)

2
Média A Abs/min = 0,002
CKMB Amostra = Média A Abs/min x 8360
CKMB Amostra = 0,002 x 8360
CKMB Amostra = 17 U/L
Obs: nkat/L= U/L x 16,67

Linearidade:

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste € linear
até 1000 U/L. Amostras com valores superiores a 1000 U/L devem
ser diluidas com agua destilada a ponto de ficarem entre 3 - 1000
U/L e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigéo.

Controle de Qualidade:

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade
que defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e
acdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medigéo.
Aconselhamos o uso do soro controle CKMB que acompanha o KIT.

Valores Esperados:

0 - 25 U/L, baseados nas medi¢des desempenhadas a 37°C.
Entretanto é preferivel empregar o limite do indice de CK-MB de
6% da concentragdo do CK total.

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E
recomendado que cada laboratdrio estabelega seu proprio intervalo
de referéncia.

Estudos Comparativos:

Estudos executados entre este procedimento € uma metodologia
similar produziram os seguintes resultados:

Numero de Amostras: 45

Intervalo dos resultados 20 - 105 (U/L)
Coeficiente de Correlagao: 0.999
Inclinagéo: 0.98
Intercepta: -0.932 (U/L)
Precis&do:

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis sendo que
cada amostra fora processada por 20 vezes e os seguintes dados
estatisticos foram encontrados:

N=20 Nivel 1 Nivel 2
Média (U/L) 45, 129
C.V. (%) 2.8 23
Exatidao:

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis sendo que
cada amostra fora processada por 25 vezes e os seguintes dados
estatisticos foram encontrados:

N=25 Nivel 1 Nivel 2
Média (U/L) 45 129
C.V. (%) 35 32
Sensibilidade Metodolégica:
3,0U/L

Especificidade:

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em
pacientes de ambulatério e hospitalizados, pode-se inferir que o
método tem uma especificidade metodolégica adequada.

Observagoes:

1. A agua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a
cada aplicagéo. Assim, para preparar reagentes e usar nas
medigoes, deve ter resistividade 21 mega ohm ou condutividade <
1 microsiemens e concentragéo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo
I1). Para o enxagle da vidraria a agua pode ser do tipo Ill, com
resistividade 2 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsiemens.
No enxague final utilizar agua tipo Il.

2. - As concentragdes descrita no rétulo do soro controle deve ser
utilizada como referéncia inicial. O laboratério deve determinar a
média e o intervalo de concentragéo utilizando seu sistema
analitico, uma vez que podem ser encontradas diferengas
decorrentes dos instrumentos e das imprecisdes dos
procedimentos de medig&o.

- O valor médio e o intervalo de concentragéo encontrado pelo
laboratério pode ser utilizado para controle interno da qualidade do
ensaio. Como limite maximo de controle, recomendamos utilizar o
valor da média + 2 ou 3 vezes o desvio padréo obtido no
laboratério. Alternativamente, pode-se utilizar as especificagbes
desejaveis para imprecisdo derivadas da variagéo biologica.

Apresentacio:

Linha Bioquimica Geral:R1= 4x10mL + R2= 2x5mL + S.C=1x1,0mL
Linha Hitachi 917/ADV: R1= 1x60mL + R2= 1x15mL + S.C=1x1,0mL
Linha Bulk: R1= 1x200mL + R2= 1x50mL + S.C=1x1,0mL

Linha SAT: R1=2 x 36mL + R2= 1 x 18mL + S.C=1x1,0mL

Para mais informagdes sobre sistemas automaticos, entrar em
contato com o SAC EBRAM - tel. (011) 2291-2811,
sac@ebram.com ou www.ebram.com
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Preparar reagente de trabalho (4 paries do R1 para 1 parte do R2)



