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QUIMIMB - CKMB
Imunoinibicao
REG. MS: 10159820194

FINALIDADE. Reacdo enzimatica para determinacdo quantitativa de Creatinaguinase fracdo MB em
amostras de soro e plasma humano. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

PRINCIPI0. 0 anticorpo especifico inibe as subunidades M da CK-MM (CK-3) e a inica subunidace M
da CK-MB (CK-2), 0 que permite a medicdo da subunidade B da CK-MB ( supondo a auséncia de CK-BB
0 CK-1). Aconcentracdo catalitica de CK-B, que corresponde a metade da atividade do CK-MB, se deter-
mina utilizando reactes acopladas a hexoguinase (HK) e glicose -6-fosfato desidrogenase (G6P-DH), a
partir da velocidade de formacao da NADPH, medido a 340nm

Fosfato de creatina+ ADP—— KB Creatina+ATP

ATP+Glicase —TEXOMUINaSE o app . Glicose-6-Fosfato

Glicose-6-Fosfato+ NADP*—CG-6PDH o Gliconato-6-fosfato + NADPH + H+

METODOLOGIA. Imunoinibicao

SIGNIFICADO CLINICO. Tal como a CPK total, tamhém a isoenzima CK-MB aumenta nas primeiras
horas apds o inicio do infarto. 0 pico da elevacao da CK- MB pode ocorrer um pouco antes do pico da
CPK total. A CK-MB pode manter-se elevada até 0 3° dia e, eventualmente, até mais tempo. As deter-
minacdes da CPK e CK-MB podem ajudar também a reconhecer mais precocemente o reinfarto ou para
avaliara dimensdo do infarto.

No diagnéstico do infarto do miocérdio, ndo é 0 a dosagem da atividade da CK-MB que tem impor-
tancia decisiva, mas também a porcentagem desta atividade dentro da atividade total da CPK. Nor-
malmente 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 e 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 hase de soro humano e
formado com isoenzimas CKMM e CKMB.

- Verificar a concentragao no rotulo do frasco. 0 valor de CKMB & rastredvel ao material de referéncia
ERM-AD455/IFCC (IRMM). A rastreabilidade s6 pode ser garantida se forem utilizados reagentes da
EBRAM e procedimentos de medicao recomendados.

0s reagentes ndo abertos sao estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto. Du-
rante 0 manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminacao de natureza quimica e microbiana que
podem provocar reducao da estabilidade.

MODO DE PREPARO - REAGENTE DE TRABALHO

Para alguns analisadores € necessario preparar o Reagente de Trahalho (verifique o protocolo do ana-
lisador); Preparar 4 partes do reagente 1 para 1 parte do reagente 2. Ex.; 4mL de R1+ ImL de R2. 0
reagente apds o preparo é estavel até 30 dias quando armazenado a 2 - 8°C ao ahrigo da luz.

MODO DE PREPARQ - SOR0 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.
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3. Recolocar atampa 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.

Apds reconstituicdo, 0 controle possui estabilidade de 7 dias se armazenado entre 2 - 8°C e de 2 meses

se armazenado a -20°C.

PRECAUCOES E CUIDADOS REQUERIDOS. Este reagente deve ser usado somente para diagnds-
tico “in vitro”. Nao 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 amhiente de trabalho bem como o tempo de reagdo para obtencéo
de resultados corretos. Nao usar se a absorbancia do branco ultrapassar 0.400 quando medido em
340 nm (cuveta de Tcm), 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 absor-
bancia de 340 nm.

2. Pipetas paramedicdo de amostras e reagente.

3. Consumiveis do analisador quando usado.

4. Crondmetro.

AMOSTRA. 0 CK-MB no soro é estavel por 7 dias se mantido entre 2 - 8°C. As amostras de plasma de-
vem ser coletadas em tubo contendo anticoagulante EDTA ou heparina. Todas as amostras e controles
sao considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos manusea-las seguindo as normas
estabelecidas de Biosseguranca.

PREPARO DO PACIENTE. £ recomendado um jejum de 4 horas. Todavia, podera ser modificado se-
gundo orientagdo médica.

INTERFERENCIAS.
«  Bilirruhina > 20 mg/dL, Lipemia >1,25 g/L e hemoglohina > 2,5 g/L, as concentraces acima
do normal de CK-BB ou de adelino quinase, e de macro-CK ou CK mitocondrial podem inter-

ferir no resultado.
«  Ngumas drogas e substancias podem afetar a concentracdo do CK- MB, sugerimos cansultar
Young et al.
PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 3700
Comprimento de Onda 340 nm
Tipo de Reacdo Cinético
Diregdo Crescente

Relacdo Amostra x Reativo | 1:25

Vol. Amostra 40puL

1,0 mL (800pL R1+200yLR2)
5 minutos (retardo)

Vol. Reagente

Tempo de Incubacao

Intervalo de leitura I minuto

Nimero de Intervalos 2-3

CALIBRAGAO. A calihrac3o deste ensaio ¢ efetuada através de fatorago, obtida através da absorciio média
milimolar do NADH a 340 nm (6.22) sob condigdes especificas. s resultados das amostras estdo baseadas na
variacdo de absorbancia por minuto, portanto todos os parametros devem ser conhecidos e controlados.



PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado: vide manual para utiliza-
¢do do equipamento e instrugdes de uso do reagente.

Aplicacao no sistema semi-automatico; Em um tubo de ensaio acrescentar 1,00mL do reagente de
trahalho, 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 (0s equipamentos no inicio do
procedimento, solicitam que seja introduzido o reagente para verificagao da absorbancia do reagente),
seguir protocolo analitico especifico baseado no item Parametros do Sistema. Pode-se utilizar o fator
de calibracdo enunciado para o procedimento manual, pequenos ajustes podem ser necessarios.

PROCEDIMENTO MANUAL.

1. Preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na proporcao: 1 parte do Reagente 2+
4 partes do Reagente 1 (4mL R1+ 1ImL R2). Reagente assim preparado permanece estavel por
15 diasa2 - 80C.

2. Colocar1,00mL do reagente de trahalho no tubo referente ao soro controle.

3. Zeraroespectrofotdmetro a 340 nm com agua destilada.

4. Cuidadosamente, adicionar 40uL do soro controle/amostra no tuho correspondente, homoge-
neizar e deixar em BM a 37°C. Acionar o cronémetro.

5. Registraras ahsorhancias Al, A2, A3, quando completar 5, 6 e 7 minutos respectivamente.

6. Determinaramédia das diferencas de ahsorbancia (A Abs/min). Proceder em seguida do mesmo
modo com todas as amostras.

Nota: Realizar a incubacdo das amostras e soro controle individualmente.

0bs.: 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 pL aumentam a imprecisao da medicdo em aplicacdes manuais.

CALCULOS.
(A2-AT)+ (A3-A2)
2

Média A Abs/min =

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

EXEMPLO:
A1=0,006/A2=0,008/A3=0,010
Fator=8360
MédiadAbs/min= = (0,008-0,006)+ (0,010 - 0,008)

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

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 600 U/L. Amos-
tras com valores superiores a 600 U/L devem ser diluidas com agua destilada a ponto de ficarem entre
5,5-600 U/Le os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluicao.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratdrio deve manter um programa interno de gualidade que
defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variacdo analitica do sistema de medic&o. Aconse-
Ihamos 0 uso do soro controle CKMB que acompanha o KIT.

VALORES ESPERADOS. 0 - 25 U/L, haseados nas medicdes desempenhadas a 37°C. Entretanto é
preferivel empregar o limite do indice de CK-MB de 6% da concentracao do CK total.

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratdrio esta-
belega seu proprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS. Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia simi-
lar produziram os seguintes resultados:

Nimero de amostras 45
20-105 (U/L)
Coeficiente de Correlacdo | 0.999

Intevalo dos resultados

Inclinacao 0.98

Intercepta 0.932 (U/L)
PRECISAO. Estudos de precisao foram executados com dois niveis sendo que cada amastra fora pro-

"h = wniCemi’C .an SR su-BR &G

cessada por 20 vezes e 0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=20 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 45 129
CV. (%) 28 23

EXATIDAO. Estudos de preciséo foram executados com dois niveis sendo que cada amostra fora pro-
cessada por 25 vezes e 0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=25 Nivel1 Nivel 2
Média (mg/dL) 45 129
CV. (%) 30 32

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 5,5 U/L

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

OBSERVAGOES.

1. Adguautilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacéo. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medices, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentracao de silicatos < 0,1 mg/L (4gua tipo II). Para o enxagiie da vidraria
a4gua pode ser do tipo I1l, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxagiie final utilizar agua tipo Il.

2. Asconcentracdes descrita no rotulo do soro controle deve ser utilizada como referéncia inicial.
0 lahoratério deve determinar a média e o intervalo de concentracdo utilizando seu sistema
analitico, uma vez que podem ser encontradas diferencas decorrentes dos instrumentos e das
imprecisges dos procedimentos de medicao.

0 valor médio e o intervalo de concentracdo encontrado pelo laboratério pode ser utilizado para con-

trole interno da qualidade do ensaio. Como limite maximo de controle, recomendamos utilizar o valor

da média + 2 ou 3 vezes o desvio padrdo obtido no lahoratdrio. Alternativamente, pode-se utilizar as
especificacoes desejaveis paraimprecisdo derivadas da variagdo hiologica.

APRESENTAGAO.
Linha Bioguimica Geral:R1= 4x10mL+ R2=2xdmL+ S.C=Ix1,0mL
Linha Bulk: R1=1x200mL+ R2=1x50mL + S.C=1x1,0mL
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LIMITE DE TEMPERATURA
(CONSERVAR A)

CONSULTAR  INSTRUGOES
DEUSO FABRICADO POR

DATADE VALIDADE "
(ULTIMO DIA DO MES) NUMERO DO LOTE
PRODUTO PARA

NUMERO DO CATALOGO
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