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Método cinético UV

FINALIDADE
O conjunto CK MB é um sistema que se destina a determinagdo das subunidades B da
creatina quinase no soro humano. Exclusivo para uso emdiagndstico “in vitro”.

PRINCIPIO DE AGAO

A determinacdo da CK MB por métodos enzimaticos combina a elevada especificidade de
acdo das enzimas com a simplicidade operacional envolvida. No presente método, as
subunidades M da creatina quinase (CK MM e CK MB) s&o inibidas por um anticorpo
especiiico, permiindo a determinagdo das subunidade B da CK MB (assumindo a auséncia
de CK-BB). A CK MB catalisa a reagdo enfre a creatina fosfato € ADP, formando ATP, o
qualfosforila a glicose sob a agdo da hexoquinase formando a glicose-6-fosfato. A glicose-6-
fosfato-desidrogenase oxida a glicose-6-fosfato em presenga de NADP, que é reduzido a
NADPH. A velocidade de aumento da concentragéo de NADPH no meio pode ser seguida
por espectrofotometria a 340 nm, sendo proporcional a concentragdo de CK MB na amostra.

SIGNIFICADO CLINICO

A Creatina Quinase (CK) é uma enzima que esté presente no musculo cardiaco, cérebro e
musculo esquelético. Assim, um aumento da CK circulante, deve estar associado a infarto
agudo do miocardio, doenga cerebrovascular aguda e frauma ou doenga do musculo
esquelético. Apos o infarto agudo do miocardio, a CK aumenta entre 4 a 6 horas apés o
inicio dos sintomas, sendo o pico entre 18 a 30 horas e retorna ao nivel normal em
aproximadamente 72 horas, se ndo houver a ocorréncia de novos episodios. Para um
diagnéstico com alta sensibilidade e especificidade, recomenda-se a dosagem seriada ao
longo de um periodo de 8 a 12 horas. A CK esta presente em trés isoenzimas que sdo
separadas por eletroforeses e sdo formadas por diferentes tecidos corporais. Aisoenzima
CK BB é a forma predominante no cérebro e no misculo liso, a CK MM esta presente no
coragdo e misculo esquelético e a CK MB é chamada de isoenzima cardiaca porque esta
especificamente no misculo cardiaco. Em alguns casos, a dosagem da CK MB podera
apresentar valor mais alto que a CK TOTAL, devido a presenga de isoenzimas
macromoleculares: a macro CK tipo 1 que é um complexo de CK BB ou CK MM ligado a
Imunoglobulina G ou Imunoglobulina A e a macro CK tipo 2, um complexo polimérico de
origemmitocondrial com algum grau de associagao com neoplasias.

REAGENTES

Apresentagdo com60 mL:

1.Tampé&o: 1 frasco com48 mL, contendo Imidazol pH 6,7, anticorpo ani-CK MM capaz
de inibir até 2000 U/L de CK MM, EDTA 2 mmol/L, acetato de magnésio 12,5 mmollL,
glicose 25 mmol/L, Hexoquinase > 6800 U/L, NADP 2,5 mmol/L e NAC 25 mmol/L.
2.Enzimas 1 frasco de 12 mL, contendo ADP 15,2 mmol/L, AMP 25 mmol/L, Diadenosina
pentafosfato 103 mmol/L, tamp&o imidazol PH 6,7 e G6-PDH >8800 U/L.

3.Controle de CK MB: 01 frasco contendo CKMB lioflizado. A concentragéo esta
impressa no rétulo do frasco. Conservarentre 2 e 8°C.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotometro

Centrifuga

Banho-maria

Cronémetro

Vidraria

Pipetas manuais ou automéaticas

Agua destilada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANS PORTE DOS REAGENTES

1.As datas de fabricacdo e validade aparecemno rétulo da embalagem.

2.Nao usar reagentes cuja data de validade tenha expirado.

3.Todos os reagentes devemser mantdos sob refrigeragéo, na faixa de 2-8°C.

4 Nao congelar.

5.Manter ao abrigo da luz. Os reagentes devempermanecer fora do refrigeradorapenas o
tempo necesséario para as dosagens.

6.Antes de serem abertos, os reagentes podem ser fransportados em temperaturas na
faixa de 15-25°C, até umlimite de 48 horas.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

2.Evitar contaminagdo com ions metélicos ou agentes oxidantes.

3.0 espectrofotdmetro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar livres de
contaminag&o microbiana, ser calibrados corretamente e receber manutengao de acordo
com as insfrugdes do fabricante.

4 Nao misturar ou frocar diferentes lotes de reagentes.

5.Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e ndo utiizar reagentes que tenham
sinais de contaminagéo ou precipitagao.

6.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis separadas para cada amostra, controle
(se utlizado) e reagente e ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, afim de evitar
contaminagdo cruzada, o que poderia causar resultados erréneos. 7.N&o dispensar 0s
reagentes em tubulagéo contendo ferro galvanizado. Caso haja contato com quaisquer
dessesreagentes, lavar imediatamente a &rea afetada com dgua em profusdo. Emcaso de
ingestio acidental, procurar auxilio médico imediato. 8.0 desempenho do ensaio pode ser
afetado se este reagente for modificado ou n&o for armazenado nas condigoes
recomendadas.

9.Ver cuidados no armazenamento e ransporte dos reagentes.

10.N&o comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar cosméticos
dentro da area de trabalho onde reagentes e amostras estiverem sendo manuseados.
11.Usar luvas descartaveis quando manusear amostras clinicas ou reagentes.

12.Lavar sempre as maos ap6s rabalhar commaterial potencialmente infeccioso.

13.As amostras devem ser descartadas, apdés o uso, em recipientes especficos. N&o
dispensar emcolefores de lixo comuns ou nas redes de 4gua e esgofos.

14.Todo o material biolégico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante.

AMOSTRA

Soro

Sob refrigeragdo (2-8°C), a CK MB no soro ¢ estavel por 1 dia. Ndo usar amostras
hemolisadas.

Nota: A atividade da creatina quinase MB perde 2% de sua atividade dentro de 7 dias
entre 2 e 8 °C ou dentro de 24 horas a temperatura ambiente.

PROCEDIMENTO

Preparo do Controle: Deixar o frasco do Controle em temperatura ambiente por 10
minutos. Adicionar 1,0 mL de agua destlada ao contetido do frasco. Aguardar 10 minutos
e homogeneizar com movimentos circulares. Apds reconstituicdo o confrole é estavel por
30 dias entre 2-8°C, para maiores periodos, recomendamos separar o confrole em
aliquotas e armazenar a -20°C. Apds descongelar, homogeneizar antes da utilizagéo. O
material congelado deve ser degelado uma Unica vez.

Nota: E fundamental que a 4gua utilizada para a reconstituigio do controle seja de boa
qualidade, para evitar a deteriorizagdo do mesmo e alteragéo dos resultados analisados.

Preparo do Reagente de Trabalho: Misturar 1 (uma) parte dereagente 2 a 4 (quatro)
partes de reagente 1 em um frasco, quimicamente limpo e agitar suavemente por
inversdo. Este reagente é estavel 14 dias, se mantido ao abrigo da luz direta e fora da
geladeira apenas o tempo necessario para as dosagens.

Dosagem (Soro):

Condigbespara os testes
Temperatura de trabaho 37°C+0,5°C
Comprimento deonda 340nm

1-Pré-aquecer o Reagente de Trabalho durante 3 minutos a 37°C.
2-Acertar o zero do aparelho comagua destilada.
3-Pipetar em um tubo de ensaio:

Volume
Reagente de Trabalho | 1,0mL
Amostras ou Controle | 40 L

4-Homogeneizar e transferir de imediato para uma cubeta termostatizada a 37°C. Acionar
o crondmetro.

5-Ap6s 3 minutos, anotar a absorbancia inicial AO e efetuar novas leituras apés 1, 2, 3
minutos (A1, A2 e A3 respectivamente). A média das diferencas entre as leituras, AA
média, sera usada nos célculos abaixo.

cALcuLos
Usando as leituras das absorbancias, calcular a média da variagao da absorbancia por
minuto (AA/min):

AA/min=(Al- AQ)+ (A2-Al)+(A3-A2)
3

A atividade de CK-MB na amostra é calculada pela multiplicagdo do AA/min, utlizando-se
0 seguinte fator:

CKMB (U/L) = AAImin x 8254

Exemplo:

Ac=0,934 A1=0,965
A2=0,996 As=1,027

AA/min = (0,965 - 0.934) +(0,996- 0,965) +(1.027- 0.996)= 0,031

3
CKMB (U/L)=0,031 x 8254 =256 U/L
OBS: Para célculo de Fator nas adaptagdes em analisadores automaticos utilizar
coeficiente de absortividade do NAD =6,3. Em seguida, multiplicar o Fator por 2.



PROCEDIMENTO PARADOS AGEM DE CK MB COM VALOR SUPERIOR ACK TOTAL
Nota: Deve-se suspeitar da presenga das isoenzimas macromoleculares quandoa medida
da atividade de CK MB exceder em 20% a atividade de CK TOTAL.

1-Realizar a dosagemde CK TOTAL e CK MB antes do aquecimento do soro.

2-Aquecer 0 soro a 45°C por 20 minutos.
3-Dosar a CK MB novamente.

CALcuLOS
Valor de CK MB (U/L) = CK MB inicial - CK MB (apés aquecimento)

VALORES DE REFERENCIA

Temperatura | 37°C
Adultos <24 UL

A CKMB corresponde 5,5a20% da CK TOTAL.
Estes valores sdo unicamente para orientagdo. Sendo recomendavel que cada laboratorio
estabeleca seu proprio intervalo de referéncia.

LINEARIDADE

A reago é linear até valores de AA/min igual a 0,0727 em 340 nm. Para valores de
AA/min acima de 0,0727 (600 U/L) diluir a amostra com solugao de NaCl 0,9% e repetir a
dosagem. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigao.

DADOS ESTATiSTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE

Sensibilidade: 99%.

Exatiddo: A comparagdo com método similar validado (que também utlliza a metodologia
enzimatica no ultravioleta) demonstrou um coeficiente de correlagéo, r, iguala 0,99 a partr
da andlise de amostras aleatorias oriundas de pacientes de ambulatério. A equagdo de
regressao obfida foi : y=0,9966xx+1,319, que representa uma exatiddo de 99%.

Preciséo:
Repetibilidade: A realizagdo de 20 determinacdes de uma mesma amostra com valor
dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Repetibilidade Amostra
Média 10,55
Desvio Padrdo 0,93
Coeficiente de Variagdo (%) 8,8

Reprodutibilidade: A realizacdo de 20 determinacbes de uma mesma amostra, realizada
por um operador diferente, utlizando o mesmo equipamento de medicdo, com valores
dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Reprodutibilidade Amostra
Média 10,35
Desvio Padréo 0,89
Coeficiente de Variagdo (%) 8,6

Sensibilidade analitica: O método apresenta uma variagdo de absorbancia em 340 nm
iguala 0,0005 na concentragdo de CK MB. Olimite de detecgdo do método éigual a 4,13
UIL.

AUTOMAGAO
Aplicagdes para analisadores automéaticos estéo disponiveis, se solicitadas.

CONTROLE DAQUALIDADE
O laboratorio deve ter como pratica de rotna o uso de soros controle comerciais.

Preferivelmente deve participar de programas de controle externode qualidade, a exemplo
daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

INTERFERENTES

Anticoagulantes:Todos os anficoagulantes interferem na dosagem.

Hemolise, Ictericia e Lipemia:Hemoglobina > 200 mg/dL;Bilirrubina > 35 mg/dL;
Triglicérides >900 mg/dL; CK-MM >2000 U/L

Nota:Valores aumentados de CK sem correlagao clinica com IM podem ainda ser
encontrados na ocorréncia de macro CK (isoenzimaque pode cruzarcom os ensaios de
CK-MB). Nesses casos o valor de CKMB chega a ser maior que o valor de CK total.
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APRESENTAGAO
60 mL Volume
1. Tampao 1x48mL
2. Enzimas 1x 12mL
3.Controlede CKMB | 1 x1mL

CONDIGOES DE GARANTIADA QUALIDADEDO PRODUTO

O desempenho deste sistema diagnostico, medido pelas propriedades descritas nesta
Instrugdo de Uso, esta garantido até a sua data de vencimento, desde que obedecidas as
seguintes condigdes:

1.A adesao estrita, pelo usuario, ao quadro de procedimento t&cnico.

2.As condigdes de armazenamento estarem de acordo com o recomendado nesta
Instrugdo de Uso.

3.0s materiais necessarios e nédo fornecidos com o produto, estarem em boas condicdes
de uso.
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SIMBOLOS UTILIZADOS PARAPRODUTOS DIAGNOSTICOS

“IN VITRO”
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