QUIMINAC - CKNAC

Método UV
ANVISA: 10159820

Finalidade
Reagdo enzimética para determinagao quantitativa de Creatina Quinase em amostras de soro e plasma
humanos. Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Principio do Teste

A Creatina Quinase (CK) catalisa a fosforilagdo do ADP (adenosina difosfato) pelo fosfato de creatina,
obtendo-se creatina e ATP (adenosina trifosfato). A concentragéo catalitica se determina, empregan-
do as reagdes de hexoquinase (HK) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH), a partir da veloci-
dade de formagéo do NADPH, medido a 340 nm. Temos entdo a seguinte reagao:

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

HK
ATP+Glicose —— > ADP + Glicose-6-Fosfato

) G-6-PDH .
Glicose-6-Fosfato+ NADP+ ————— > Gliconato-6-fosfato + NADPH + H+

Metodologia
uv

Significado Clinico

No infarto do miocérdio, a CPK comega a elevar-se de 4 a 6 horas ap6s o inicio do episédio agudo,
alcanga seu méximo em geral apds 36 horas e volta a normalidade em dois a quatro dias. O que torna
esta enzima extremamente Util no diagnéstico do infarto é a precocidade de sua elevag&o.

A atividade também se encontra elevada em todos os tipos de distrofia muscular, observando-se os
mais elevados teores do tipo Duschenne, no qual podem encontrar-se niveis até 50 vezes maiores
do que o limite superior normal. Os titulos sdo mais elevados em lactantes e criangas, diminuindo
com a idade. Cerca de 80% das mulheres assintométicas portadoras mostram elevagdo moderada
dos valores de CPK no soro.

Uma injegdo intramuscular (de qualquer medicamento) pode ocasionar liberagdo de CPK muscular
para o plasma e aumento de seu teor sérico. Dai a necessidade de identificagdo das isoenzimas de
CPK, de modo a afastar a possibilidade de superposi¢do de CPK de origem muscular e CPK cardiaca.
Exercicios extenuantes ou atividade fisica podem produzir elevados niveis de CPK no soro.

Reagentes

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 a 8 °C. Contém: Imidazole - 100mM, Glicose - 20mM,
Acetato de Magnésio - 10mM, EDTA - 2mM, ADP - 2 mM, AMP - 5mM, NADP - 2mM, HK - >2,5U/mL,
N-Acetilcisteina - 20mM.

Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2a 8 °C. Contém: Fosfato de Creatina - 30mM, G-6-DH
-15U/mL, Di Adenosina-5 Pentafosfato - 10 pmol/L.

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto, e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamente
0 dias. Durante o manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagdo de natureza quimica e micro-
biana que podem provocar redugao da estabilidade.

REAGENTE DE TRABALHO

Para alguns analisadores é necessario preparar o Reagente de Trabalho (verifique o protocolo do ana-
lisador): Preparar 4 partes do reagente 1para 1parte do reagente 2. Ex.: 4mL de R1+1mL de

R2. O reagente ap6s o preparo é estavel até 20 dias quando armazenado a 2 a 8°C ao abrigo da luz.

Precaucoes e cuidados requeridos

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”. Ndo pipetar com a boca. Evitar con-
tato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de dgua e
procurar auxilio médico.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagéo para ob-
tengdo de resultados corretos.

NZo usar se a absorbancia do branco ultrapassar 0.300 quando

medido em 340 nm (cuveta de 1cm), ou se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos
para o soro controle fresco.

Material necessario nao fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia de 340 nm.

2. Pipetas para medig¢do de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador quando usado.

5. Soros Controle e Calibrador.

6. Crondémetro.

Amostra

Soro ou plasma (colhido com heparina ou EDTA). O CPK no soro é estével 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 Biosseguranga.

Preparo do paciente
E recomendado um jejum de 4 horas. Todavia, podera ser modificado segundo orientagio médica.
Exercicios pesados ou atividades fisicas podem produzir niveis elevados de CK no soro.

Interferéncias
Bilirrubina até 20 mg/dL, hemoglobina até 1,25 g/L e lipemia (triglicérides) até 5 g/L n3o inter-
ferem significativamente (< 10%) no resultado.
Algumas drogas e substancias afetam a concentragdo do CPK, sugerimos consultar Young et al.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 340 nm
Tipo de Reagdo Cinética
Diregéo Crescente

Relagdo Amostra x Reativo | 1:20

Vol. Amostra 50 uL

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

Tempo de Incubagéo 3 minutos (retardo)

Intervalo de leitura 1minuto

Nimero de Intervalos 2

Calibracao

Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023 que possui a concentragdo rastredvel ao ERM-AD455k/
IFCC, ou realizar a calibragdo através de fatoragdo, obtida através da absor¢do média milimolar do
NADH a 340 nm (6.30) sob condigdes especificas.

Procedimento Automatizado

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

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual somente até o item 2 (preparagdo dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura,
seguindo protocolo analitico especifico baseado no item Pardmetros do Sistema.

Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiragdo do equipamento.

Procedimento Manual
1. Preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na proporgdo: 1parte do Reagente 2 +
4 partes do Reagente 1(4mL R1+ 1mL R2).
2. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
1. Branco 2. Calibrador 3. Amostra/S.C.
Agua destilada 50uL - -
Calibrador - 50uL -
Amostra - - 50uL
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL
3. Adicionar 1,0 mL do reagente de trabalho em dois tubos e deixe em banho maria (BM) a37°C O

nivel de &gua no BM deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio.
Adicionar 50uL do calibrador e 50uL de d4gua destilada em cada tubo.

4. Aguardar 3 minutos

5. Zerar o espectrofotometro a 340nm com o tubo do branco.

6. Inserir no equipamento o tubo com o calibrador e registrar as absorbancias A1, A2, A3, consi-
derando Al a primeira leitura (logo ap6s os 3 minutos de retardo) e as seguintes com 1 minuto
de intervalo.

7 Determinar,as duas diferengas de absorbancia/min (A Abs/min), subtraindo cada leitura de sua
anterior.

8. Determinar a média das diferengas de absorbancia (A Abs/min). Proceder em seguida do mes-
mo modo com os controles e todas as amostras.

9. Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotémetros que requerem volume minimo de 10

mL e podem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Sa-
lientamos que volumes de amostra menores do que 10 pL aumentam a imprecisdo da medic¢éo
em aplicagdes manuais.

Calculos
(Abs.= Absorbéncia) (Conc. = Concentragdo)

A Abs. /min=(A2-Al)+(A3A2) /2

CKNAC da A Abs. /min. Amostra

amostra (U/L)

Conc. do calibrador
(U/L)

A Abs. /min Calibrador



Exemplo:
Absorbancia com o Calibrador
A1=0,028 / A2= 0,060 / A3=0,104

(0,060 - 0,028) + (0,104 - 0,060)

Média A Abs/min = =
2

Média A Abs/min (calib) = 0,038
Média A Abs/min (amostra) = 0,034 (calc. | dem acima)
Concentragao do Calibrador = 347 U/L

CKNAC Amostra = (0,034 / 0,038) 347
CK-NAC Amostra= 310 U/L
Obs: nkat/L=U/L x 16,67

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 1806 U/L. Amostras com valores
superiores a 1806 U/L devem ser diluidas com solug&o salina a ponto de ficarem entre 4 - 1806 U/L e os
resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigdo.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e agGes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medigdo. Aconselhamos o uso dos soros controle
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados

Os seguintes valores sdo baseados nas medigdes desempenhadas a 37°C.

Masculinos: 38 a 174 U/L

Femininos: 26 a 140 U/L

Recém nascidos: 2 a 3 vezes os valores dos adultos.

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

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes re-
sultados:

NiUmero de amostras 48

Intevalo dos resultados 15-501(U/L)

Coeficiente de Correlagédo 0993

Inclinagéo 10027

Intercepta 0.8 (U/L)
Precisao

Estudos de precisgo foram executados com trés niveis (baixo, normal e patolégico) sendo que cada
amostra fora processada por 40 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=20 Nivel1 Nivel 2 Nivel 3

Média (mg/dL) 1010 5641 9606

D.P. (mg/dL) 10 18 24

CV. (%) 17 03 02
Exatidao

As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia e em quadruplicata. Os se-
guintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 Nivel 2 Nivel 3
Média (mg/dL) 1010 5641 9606
D.P. (mg/dL) 18 9.2 189
CV. (%) 17 16 20

Sensibilidade Metodolégica
4U/L
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Especificidade. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de
ambulatério e hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodoldgica
adequada.

Observacgoes.

. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado s3o fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.
A &gua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicag&o. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentragdo de silicatos < 01 mg/L (dgua tipo II). Para o enxague da vidraria
a dgua pode ser do tipo lll, com resistividade > 01 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxéague final utilizar 4gua tipo Il.

Apresentacao
Linha Bioquimica Geral: R1= 4 x 10mL + R2=2 x 5mL
Linha Bulk: R1=1x100mL + R2=1x 25mL
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QUIMINAC - CKNAC

UV method

Purpose
Enzymatic reaction for quantitative determination of Creatine Kinase in human serum and plasma sam-
ples. For "in vitro" diagnostic use only.

Test principle

Creatine kinase (CK) catalyzes the phosphorylation of ADP (adenosine diphosphate) by creatine
phosphate, resulting in creatine and ATP (adenosine triphosphate). The catalytic concentration is
determined using the hexokinase (HK) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PDH) reac-
tions, based on the rate of formation of NADPH, measured at 340 nm. We then have the following
reaction:

CK
Creatine phosphate + ADP ———— > Creatine + ATP

HK
ATP+Glucose — > ADP + Glucose-6-Phosphate

G-6-PDH
Glucose-6-Phosphate+ NADP+ —————— B Glyconate-6-Phosphate + NADPH + H+

Methodology
uv

Clinical Significance

In myocardial infarction, CPK begins to rise 4 to 6 hours after the onset of the acute episode, usually
reaches its maximum after 36 hours and returns to normal in two to four days. What makes this enzy-
me extremely useful in the diagnosis of infarction is how early it rises.

Activity is also high in all types of muscular dystrophy, with the highest levels being seen in the Dus-
chenne type, in which levels up to 50 times higher than the upper normal limit can be found. Titers
are higher in infants and children, decreasing with age. Around 80% of asymptomatic female carriers
show a moderate increase in serum CPK levels.

An intramuscular injection (of any drug) can lead to the release of muscle CPK into the plasma and
an increase in serum CPK levels. Hence the need to identify CPK isoenzymes, in order to rule out the
possibility of overlapping CPK of muscular origin and cardiac CPK.

Strenuous exercise or physical activity can produce high levels of CPK in serum.

Reagents

Reagent 1: Ready for use. Store at 2 to 8 °C. Contains: Imidazole - 100 mM, Glucose - 20 mM, Mag-
nesium Acetate - 10 mM, EDTA - 2mM, ADP - 2mM, AMP - 5 mM, NADP - 2mM, HK - >2.5U/mL,
N-Acetylcysteine - 20 mM.

Reagent 2: Ready for use. Store at 2 to 8 °C. Contains: Creatine Phosphate - 30 mM, G-6-DH - 15U/
mL, Diadenosine-5-Pentaphosphate - 10 umol/L..

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label, and on board
reagents (in a refrigerated compartment of the analyzer) are stable for approximately 30 days. Du-
ring handling, the reagents are subject to chemical and microbial contamination which can lead to a
reduction in stability.

WORKING REAGENT

For some analyzers it is necessary to prepare the Working Reagent (check the analyzer's protocol):
Prepare 4 parts of reagent 1to 1part of reagent 2. E.g. 4mL of R1+ 1mL of

R2. After preparation, the reagent is stable for up to 2 days when stored at 2 to 8°C away from light.

Precautions and precautions required

This reagent should only be used for in vitro diagnostics. Do not pipette by mouth. Avoid contact with
skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical attention.
The temperature of the working environment and the reaction time should be monitored in order to
obtain correct results.

Do not use if the absorbance of the blank exceeds 0.300 when

measured at 340 nm (lcm cuvette), or if there is difficulty in achieving the values established for the
fresh control serum.

Material required not supplied
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance at 340 nm.

2. Pipettes for measuring samples and reagent.
3. Distilled/deionized water.

4. Analyzer consumables when used.

5. Control and calibrator sera.

6. Stopwatch.

Sample

Serum or plasma (collected with heparin or EDTA). CPK in serum is stable for 7 days if kept at 2 - 8°C.
All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them following
the established Biosafety standards.

Patient preparation
A 4-hour fast is recommended. However, this can be modified according to medical advice.
Heavy exercise or physical activity can produce high levels of CK in the serum.

Interferences
Bilirubin up to 400pmol/L, hemoglobin up to 1.25 g/L and lipemia (triglycerides) up to 5 g/L do
not interfere significantly (< 10%) with the result.
Some drugs and substances affect the CPK concentration, we suggest consulting Young et al.

System Parameters:

Temperature 37°C

Wavelength 340 nm

Reaction Type Kinetics

Direction Increasing

Sample x Reagent Ratio 1:20

Vol. Sample 50 L

Vol. Reagent 1.0 mL (800pL R1+200puL R2)
Incubation time 3 minutes (delay)

Reading interval 1minute

Number of intervals 2

Calibration

Use Quimicalib Ebram cod.7023/12023 which has a concentration traceable to ERM-AD455k/IFCC,
or carry out the calibration by factoring, obtained through the average millimolar absorbance of
NADH at 340 nm (6.30) under specific conditions.

Automated Procedure

Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use
of the reagent.

Application in the semi-automatic system: proceed as shown below in the manual procedure only
up to item 2 (tube preparation), then use the equipment for reading, following the specific analytical
protocol based on the System Parameters item.

Note: Only add the samples to the tube before aspirating the equipment.

Manual Procedure

1. Prepare the Working Reagent: Mix the reagents in the following proportion: 1 part Reagent 2 +
4 parts Reagent 1(4mL R1+1mL R2).
2. Separate 3 test tubes and carry out the following procedures:
1. Blank 2. Calibrator 3. Sample/S.C.
Distilled water 50pL - -
Calibrator - 50uL -
Sample - - 50uL
Reagent 10mL 10mL 1.0 mL

3. Add 1.0 mL of the working reagent to two tubes and leave in a water bath (WB) at 37°C The
water level in the WB must be higher than the reagent level in the test tubes.

Add 50pL of the calibrator and 50uL of distilled water to each tube.

4. Wait 3 minutes

5. Zero the spectrophotometer at 340nm with the blank tube.

6. Insert the tube with the calibrator into the equipment and record the absorbances A1, A2, A3,
considering Al to be the first reading (immediately after the 3-minute delay) and the following
readings 1minute apart.

7 Determine the two differences in absorbance/min (A Abs/min), subtracting each reading from
the previous one.

8. Determine the average of the absorbance differences (A Abs/min). Then proceed in the same
way with the controls and all the samples.

9. Note: Procedure suggested for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0

se note that sample volumes smaller than 10 pL increase measurement inaccuracy in manual
applications.

Calculations

(Abs. = Absorbance) (Conc. = Concentration)
AAbs. /min = (A2 - A1) + (A3A2)/ 2

A Abs. /min. Sample

CKNAC from _ Calibrator conc.
sample (U/L) AAbs. /min Calibrator (SO
Example:

Absorbance with Calibrator
A1=0.028 / A2= 0.060 / A3=0.104

(0.060 - 0.028) + (0104 - 0.060)

Mean A Abs/min = =
2



Average A Abs/min (calib) = 0.038
Average A Abs/min (sample) = 0.034 (calc. | dem above)
Calibrator concentration = 347 U/L

CKNAC Sample = (0.034 / 0.038) 347
CK-NAC Sample=310 U/L
Note: nkat/L= U/L x 16.67

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 1806 U/L. Samples with values higher than
1806 U/L should be diluted with saline solution to between 4 - 1806 U/L and the results multiplied by
the dilution factor.

Quality Control

Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures,
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical
variation of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the
Quimicontrol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Codes 7024/12024 and
7031/12031.

Expected Values

The following values are based on measurements taken at 37°C.

Males: 38 to 174 U/L

Females: 26 to 140 U/L

Newborns: 2 to 3 times the values for adults.

These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following result-
sultates:

Number of samples 48

Range of results 15 -501(U/L)

Correlation Coefficient 0.993

Slope 10027

Intercept 0.8 (U/L)
Precision

Precision studies were carried out with three levels (low, normal and pathological) with each sample
processed 40 times and the following statistics were found:

N=20 Level1 Level 2 Level 3
Mean (mg/dL) 101.0 5641 960.6
D.P. (mg/dL) 10 18 24
CV. (%) 11 03 0.2

Accuracy
The samples were processed for 10 consecutive days, once a day and in quadruplicate. The following
statistics were found:

N=40 Level1 Level 2 Level 3
Mean (mg/dL) 1010 5641 9606
D.P. (mg/dL) 18 92 189
CV. (%) 17 16 20

Methodological sensitivity
4U/L

Specificity. As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it
can be inferred that the method has adequate methodological specificity.

Observations.

. Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for the stability of the
reagents and obtaining correct results.
The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus, to
prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity >1 mega ohm or conductivity
<1microsiemens and silicate concentration < 01 mg/L (type Il water). For rinsing the glassware,
the water can be type Ill, with resistivity > 01 megaohms or conductivity <10 microsiemens. Use
type Il water for the final rinse.
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Presentation
General Biochemistry Line: R1=4 x 10mL + R2=2 x 5mL
Bulk Line: R1=1x 100mL + R2=1x 25mL
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