QUIMIMB - CKMB
munoinibigcao

Finalidade
Reacdo enzimética para determinagéo quantitativa de Creatinaquinase fragdo MB em amostras de soro
e plasma humano. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

Principio do Teste

O anticorpo especifico inibe as subunidades M da CK-MM (CK-3) e a Ginica subunidade M da CK-MB
(CK-2), 0 que permite a medigdo da subunidade B da CK-MB ( supondo a auséncia de CK-BB o CK- 1).
A concentragdo catalitica de CK-B, que corresponde a metade da atividade do CK-MB, se determina
utilizando reacdes acopladas a hexoquinase (HK) e glicose -6-fosfato desidrogenase (G6P-DH), a
partir da velocidade de formagdo da NADPH, medido a 340nm.

Fosfato de creatina + ADP——X8 —p Creatina + ATP

" ’
ATP+Glicose — =19 g ADP + Glicose-6-Fosfato

Glicose-6-Fosfato+ NADP+ —S8-PPH___p Gjiconato-6-fosfato + NADPH + H+

Metodologia

Imunoinibigédo

Significado Clinico

Tal como a CPK total, também a isoenzima CK-MB aumenta nas primeiras horas apés o inicio do in-
farto. O pico da elevagéo 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 determinagdes da CPK e
CK-MB podem ajudar também a reconhecer mais precocemente o reinfarto ou para avaliar a dimen-
sdo doinfarto.

No diagnéstico do infarto do miocérdio, ndo é sé a dosagem da atividade da CK-MB que tem im-
portancia decisiva, mas também a porcentagem desta atividade dentro da atividade total da CPK.
Normalmente a atividade da CK-MB est4 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 miocérdio quando a CPK se eleva
amais 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- gluco-
sa 25 mmol/L, N-acetilcisteina 25 mmol/L, hexoquinase 6800 U/L, NADP 24mmol/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 (ade-
nosina-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 rastreadvel ao material de referéncia
ERM-AD455/IFCC (IRMM). A rastreabilidade sé pode ser garantida se forem utilizados reagentes da
EBRAM e procedimentos de medigao recomendados.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto. Du-
rante o manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagdo de natureza quimica e microbiana que
podem provocar redugdo da estabilidade.

Modo de Preparo. Reagente de Trabalho

Para alguns analisadores é necessério preparar o Reagente de Trabalho (verifique o protocolo do ana-
lisador): 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 estével até 8 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 dgua destilada
no frasco.

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

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

Apbs reconstituigdo, o controle possui estabilidade de 7 dias se armazenado entre 2 - 8°C e de 2 me-
ses se armazenado a -20°C.

Precaucgoes 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 obten-
¢3o de resultados corretos. N3o usar se a absorbancia do branco ultrapassar 0400 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 medigdo de amostras e reagente.

3. Consumiveis do analisador quando usado.

4. Cronbémetro.

Amostra

Soro (livre de hemoélise) e plasma (heparina ou EDTA).

O CK-MB no soro é estéavel por 7 dias se mantido entre 2 - 8°C. As amostras de plasma devem ser
coletadas em tubo contendo anticoagulante EDTA ou heparina. Todas as amostras e controles sdo
considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseé-las seguindo as normas es-
tabelecidas de Biosseguranga.

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

Interferéncias

Bilirrubina até 600 pmol/L, Lipemia até 2,5 g/L e hemoglobina até 1,25 g/L interferem menos
que 10% nos resultados. 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 substancias podem afetar a concentragéo do CK- MB, sugerimos consultar
Young etal.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 340 nm
Tipo de Reagdo Cinético
Diregédo Crescente

Relagdo Amostra x Reativo | 1:25

Vol. Amostra 40 pL

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

Tempo de Incubagdo 5 minutos (retardo)

Intervalo de leitura 1minuto

Nimero 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 condigdes especificas. Os resultados das amostras estédo baseadas na va-
riagdo de absorbancia por minuto, portanto todos os parametros devem ser conhecidos e controlados.

Procedimento Automatizado

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

Aplicagdo 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 verificagdo da absorbancia do reagente),
seguir protocolo analitico especifico baseado no item Pardmetros do Sistema. Pode-se utilizar o fator
de calibragdo enunciado para o procedimento manual, pequenos ajustes podem ser necessérios.

Procedimento Manual

1. Preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na proporgéo: 1 parte do Reagente 2 +
4 partes do Reagente 1(4mL R1+ 1mL R2). Reagente assim preparado permanece estavel por
15 diasa2-8°C.

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

3. Zerar o espectrofotdmetro a 340 nm com &gua destilada.

4. Cuidadosamente, adicionar 40uL do soro controle/amostra no tubo correspondente, homo-
geneizar e deixar em BM a 37°C. Acionar o crondmetro.

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 mes-

mo modo com todas as amostras.
Nota: Realizar a incubag&o das amostras e soro controle individualmente.
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10 yL aumentam a imprecisédo da medi¢do em aplicagdes manuais.

Calculos

(A2-A1) + (A3-A2)
Média A Abs/min

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

(0,008 - 0,006) + (0,010 - 0,008)

Média A Abs/min = =

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 é linear até 1000 U/L. Amostras com va-
lores superiores a 1000 U/L devem ser diluidas com dgua destilada a ponto de ficarem entre 2 - 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, procedimen-
tos, normas, limites de toleréncia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagéo analitica do sistema de medig&o. Aconselhamos o uso do soro controle
CKMB que acompanha o KIT.

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

Estes valores s3o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério es-
tabeleca seu préprio intervalo de referéncia.

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

NUmero de amostras 45

Intevalo dos resultados 20-105 (U/L)

Coeficiente de Correlagéo 0.999

Inclinagéo 098

Intercepta 0.932 (U/L)
Precisao

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 Nivel1 Nivel 2
Média (mg/dL) 45 129
CV. (%) 28 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 ‘ Nivel1 ‘ Nivel 2
Média (mg/dL) ‘ 45 ‘ 129
CV. (%) ‘ 35 ‘ 32

Sensibilidade Metodolégica
2U/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.

Observacoes

A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagéo. Assim, para preparar
reagentes e usar nas medigdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutividade <1microsiemens
e concentragao de silicatos < 0,1 mg/L (dgua tipo II). Para o enxégue da vidraria a 4gua pode ser do tipo
Ill, com resistividade > 01 megaohms ou condutividade < 10 microsiemens. No enxague final utilizar
4guatipo Il.

As concentragdes descrita no rétulo do soro controle deve ser utilizada como referéncia inicial. O la-
boratério 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 pro-
cedimentos de medigdo.

O valor médio e o intervalo de concentragdo encontrado pelo laboratério pode ser utilizado para con-
trole interno da qualidade do ensaio. Como limite méximo de controle, recomendamos utilizar o valor
da média + 2 ou 3 vezes o desvio padrdo obtido no laboratério. Alternativamente, pode-se utilizar as
especificagdes desejaveis para imprecisdo derivadas da variagdo bioldgica.

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel.: +551122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ.: 50.657402/0001-31

Responsavel Técnica
Dra. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37451

SAC Ebram

Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou (O 112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br

Apresentacao
Linha Bioquimica Geral:R1= 4x10mL + R2=2x5mL + S.C=1x1,0mL
Linha Bulk: R1= 1x100mL + R2=1x25mL + S.C=1x1,0mL
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QUIMIMB - CKMB

Immunoinhibition
ANVISA: 10159820194

Purpose
Enzymatic reaction for quantitative determination of Creatine Kinase MB fraction in human serum and
plasma samples. For "in vitro" diagnostic use only.

Test principle

The specific antibody inhibits the M subunits of CK-MM (CK-3) and the only M subunit of CK-MB (CK~
2), which allows measurement of the B subunit of CK-MB (assuming the absence of CK-BB or CK- 1).
The catalytic concentration of CK-B, which corresponds to half the activity of CK-MB, is determined
using reactions coupled to hexokinase (HK) and glucose -6-phosphate dehydrogenase (G6P-DH),
based on the rate of formation of NADPH, measured at 340nm.

Creatine phosphate + ADP LV Creatine + ATP

Hexokil
ATP+Glucose — =1%o ADP + Glucose-6-Phosphate

Glucose-6-Phosphate+ NADP+ ———2"2" . Glyconate-6-Phosphate + NADPH + H+

Methodology

Immunoinhibition

Clinical Significance

Like total CPK, the CK-MB isoenzyme also increases in the first few hours after the onset of the in-
farction. The peak in CK-MB elevation can occur just before the peak in total CPK. CK-MB can remain
elevated until the 3rd day and possibly even longer. Determinations of CPK and CK-MB can also help
to recognize reinfarction earlier or to assess the size of the infarction.

In the diagnosis of myocardial infarction, it is not only the measurement of CK-MB activity that is of
decisive importance, but also the percentage of this activity within the total CPK activity. Normally,
CK-MB activity is below 5 U/L and the percentage of CK-MB within the total CPK activity is below 3%.
Myocardial infarction is suspected when CPK rises to more than 160 U/L and CK-MB activity exceeds
5% of total serum CPK activity.

Reagents

Reagent 1: Ready for use. Store at 2 - 8 °C. Contains: Anti-Human CK-M capable of inhibiting 2000L
of CK-M, Imidazole 125mmol/L, EDTA 2 mmol/L, Magnesium acetate 125 mmol/L, D-glucose 25
mmol/L, N-acetylcysteine 25 mmol/L, hexokinase 6800 U/L, NADP 2.4mmol/L.

Reagent 2: Ready for use. Store at 2 - 8 °C. Contains: creatine phosphate- 250 mmol/L, ADP- 15.2
mmol/L, AMP-5mM, NADP- 2 mM, N- Acetylcystine- 20 mM, AMP 25 mmol/L, P5-di (adenosine-5-)
pentaphosphate 103 umol/L, glucose-6-phosphate dehydrogenase 8800 U/L.

Serum Control: Store at 2 - 8 °C. Contains: control serum prepared on the basis of human serum and
formed with CKMM and CKMB isoenzymes.

Check the concentration on the vial label. The CKMB value is traceable to the reference material ER-
M-AD455/IFCC (IRMM). Traceability can only be guaranteed if EBRAM reagents and recommended
measurement procedures are used.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label. During handling,
reagents are subject to contamination of a chemical and microbial nature which can cause a reduc-
tion in stability.

Method of Preparation. Working Reagent

For some analyzers it is necessary to prepare the Working Reagent (check the analyzer's protocol):
Prepare 4 parts of reagent 1to 1 part of reagent 2. E.g. 4mL of R1+ 1mL of R2. After preparation, the
reagent is stable for up to 8 days when stored at 2 - 8°C away from light.

Preparation method. Serum Control

1. Tap the vial lightly with your fingers to loosen the lyophilized material.

2. Using a calibrated volumetric pipette, add exactly 1.0 mL of distilled water to the vial.

3. Replace the cap on the vial and leave to stand at room temperature for 30 min.

4. Before use, gently invert the vial 5 to 10 times until the lyophilisate has completely dissolved.

After reconstitution, the control has a stability of 7 days if stored between 2 - 8°C and 2 months if
stored at -20°C.

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 0400 when measured at
340 nm (1cm 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 reagents.

3. Analyzer consumables when used.

4. Stopwatch.

Sample

Serum (free of hemolysis) and plasma (heparin or EDTA).

CK-MB in serum is stable for 7 days if kept at 2 - 8°C. Plasma samples should be collected in a tube
containing the anticoagulant EDTA or heparin. 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 may be modified according to medical advice.

Interferences

. Bilirubin up to 600 umol/L, lipemia up to 2.5 g/L and hemoglobin up to 125 g/L interfere with
the results by less than 10%. Above-normal concentrations of CK-BB or adelin kinase, and ma-
cro-CK or mitochondrial CK can interfere with the result.
Some drugs and substances can affect the concentration of CK- MB, we suggest consulting
Young et al.

System Parameters:

Temperature 37°C

Wavelength 340 nm

Reaction Type Kinetic

Direction Increasing

Sample x Reagent Ratio 1:25

Sample Vol. 40 L

Vol. Reagent 1.0 mL (800uL R1+200uL R2)
Incubation time 5 minutes (delay)

Reading interval 1minute

Number of intervals 2-3

Calibration

The calibration of this assay is carried out by means of a factorization, obtained through the average
millimolar absorption of NADH at 340 nm (6.22) under specific conditions. The results of the samples
are based on the absorbance variation per minute, so all parameters must be known and controlled.

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: In a test tube add 1.00mL of the working reagent, add 40 pL
of sample/control serum. Read immediately on the equipment, also prepare a tube containing at least
0.5 mL of the working reagent (the equipment asks for the reagent to be introduced at the start of the
procedure to check the absorbance of the reagent), follow the specific analytical protocol based on the
System Parameters item. You can use the calibration factor listed for the manual procedure; minor ad-
justments may be necessary.

Manual Procedure

1. Prepare the Working Reagent: Mix the reagents in the following ratio: 1 part Reagent 2 + 4 parts
Reagent1(4mL R1+1mL R2). Reagent prepared in this way remains stable for 15 days at 2 - 8°C.

2. Place 1.00mL of the working reagent in the control serum tube.

3. Zero the spectrophotometer at 340 nm with distilled water.

4. Carefully add 40pL of the control serum/sample to the corresponding tube, homogenize and

leave in the BM at 37°C. Start the stopwatch.
5. Record the absorbances A1, A2 and A3 at 5, 6 and 7 minutes respectively.
6. Determine the average difference in absorbance (A Abs/min). Then proceed in the same way
with all the samples.
Note: Incubate the samples and control serum individually.
Note: Procedure suggested for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0 mL and
can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. Please note that sample
volumes smaller than 10 pL increase measurement inaccuracy in manual applications.

Calculations

(A2-A1) + (A3-A2)
Average A Abs/min =

2

CKMB Sample U/L = Mean A Abs/min x Factor Factor = 8360
Example:

A1=0.006 / A2=0.008 / A3=0.010

Factor = 8360

(0,008 - 0.006) +(0.010 - 0.008)

Average A Abs/min = =
2
Average A Abs/min = 0.002
CKMB Sample = Average A Abs/min x 8360
CKMB Sample =0.002 x 8360
CKMB Sample =17 U/L
Obs: nkat/L= U/L x 16.67

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 1000 U/L. Samples with values higher
than 1000 U/L should be diluted with distilled water to between 2 - 1000 U/L and the results should
be multipliedby 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

Universal symbols used on packaging
in vitro diagnostics

variation of the measurement system should also be maintained. We recommend using the CKMB
control serum that comes with the KIT. L!ﬂJ See instructions Reagent Manufactured
for use 9 by
Expected Values
0 - 25 U/L, based on measurements taken at 37°C. However, it is preferable to use the CK-MB index Content
limit of 6% of the total CK concentration. Sffﬂjgni ?Ors ! Expiry date (last LOT | Batchnumber
Zn> tests day of the month)
These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range. - Product for
e 4 e Cotalogue
Comparative Studies in vitro
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following results:
Number of samples 45
Range of results 20 -105 (U/L)
Correlation Coefficient 0999
Slope 098
Intercept 0.932 (U/L)
Precision

Precision studies were carried out with two levels, with each sample processed 20 times, and the fol-
lowing statistics were found:

N=20 Level1 Level 2

Mean (mg/dL) 45 129

CV. (%) 28 23
Accuracy

Accuracy studies were performed with two levels with each sample being processed 25 times and the
following statistical data were found:

N=25 Level1 Level 2
Mean (mg/dL) 45 129
CV. (%) 35 32

Methodological Sensitivity
2U/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

The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus, to pre-
pare reagents and use in measurements, it must have resistivity >1 mega ohm or conductivity <1 mi-
crosiemens and silicate concentration < 01 mg/L (type Il water). For rinsing the glassware, the water
can be type lll, with resistivity > 01 megaohms or conductivity <10 microsiemens. Use type Il water for
the final rinse.

The concentrations described on the control serum label should be used as an initial reference. The
laboratory should determine the mean value and concentration range using its analytical system, as
differences can be found due to instrumentation and inaccuracies in measurement procedures.

The mean value and concentration range found by the laboratory can be used for internal quality con-
trol of the test. As the maximum control limit, we recommend using the mean value * 2 or 3 times
the standard deviation obtained in the laboratory. Alternatively, desirable specifications for imprecision
derived from biological variation can be used.

Presentation
General Biochemistry Line: R1= 4x10mL + R2= 2x5mL + S.C=1x1.0mL
Bulk Line: R1=1x100mL + R2=1x25mL + S.C=1x1.0mL
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