Instrugdes de uso

CK-MB . Imunoinibig¢do - UV/IFCC

Kit para determinagao da isoenzima MB da Creatina Quinase em

amostra de soro.

Somente para uso diagnostico in vitro

Significado Clinico

A CK-MB é uma isoenzima cardiaca formada a partir das
subunidades M e B da CPK, com predominio de 15 a 30 % na
musculatura cardiaca em relagdo a esquelética. A isoenzima MB é
utilizada como marcador de dano miocardio, tendo papel
diagnodstico e prognostico. Tem seus niveis elevados apoés 4 a 8
horas do inicio de um infarto agudo do miocardio, com pico em 24
a 36 horas, retornando a valores normais em 3 a 4 dia. A CK-MB
pode ser detectada pela concentracdo sérica (massa) ou por sua

atividade.

Principio do teste

As subunidades “M” da creatinoquinase sao inibidas por um
anticorpo especifico que ndo afeta as subunidades “B”. A
concentragdo catalitica de CK-B, que corresponde a metade da
atividade da CK-MB,
acopladas da hexoquinase (HK) e glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6P-DH), a partir da velocidade de formacdo de NADPH, medida
espectrofotometricamente em 340 nm. Devido ao fato da

é determinada utilizando as reagdes

concentragdo de CK-BB no sangue circulante ser insignificante, a
atividade determinada, multiplicada pelo fator 2, corresponde a
atividade da isoenzima CK-MB.
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Composicao dos reagentes
IR1 [Tampao: Anti-humano-CK-M capaz de inibir 2000 U/L de CK-

M, Imidazol 125 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, acetato de magnésio

12,5 mmol/L, D-glucose 25 mmol/L, N-acetilcisteina 25 mmol/L,
hexoquinase 6800 U/L, NADP 2,4 mmol/L pH6,1.

cepa

Substrato: Fosfato de creatina 250 mmol/L, ADP 15,2 mmol/L,
AMP 25 mmol/L,P1, P5-di(adenosina-5'-)pentafosfato 103 mmol/L,
glucose-6-fosfato desidrogenase 8800 U/L.

Apresentacoes
Cadigo R1 R2 Testes
Macro Micro
0006 1x20 mL 1x5mL
25 50
0036 1x40mL  1x10mL 50 100

O nimero de testes em equipamentos automatizados dependera
do protocolo de automagao utilizado.

Materiais necessarios nao fornecidos
-  Agua destilada ou deionizada;

- Banho maria;

- Cronbmetro;

Espectrofotémetro;

Pipetas manuais ou automaticas;

Ponteiras descartaveis;
- Vidraria.

Armazenamento, transporte e validade
Armazenar os reagentes entre 2-8°C em sua embalagem original.

Os produtos poderdo ser transportados, por até 48 horas, entre
2-30°C. A data de validade se encontra no rétulo do produto.

Precaucoes e cuidados especiais
Nao misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes;

Evitar contaminag@o microbiana dos reagentes e nao utilizar
reagentes que tenham sinais de contaminagéo ou precipitagao;
- Caso haja contato com quaisquer reagentes, lavar a area
afetada com agua em profusdo. Em caso de ingestao de
reagentes, procurar auxilio médico imediato munidos desta
instrugao de uso;

Utilizar equipamentos de protegcéo individual segundo normas
de biosseguranca;

- A 3gua (destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do
material ou nos procedimentos deve ser recente e isenta de

agentes contaminantes;

Certificar-se das condigdes adequadas de funcionamento dos

equipamentos de analise;

— O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os
critérios de biossegurancga;

- Lavar as maos apos trabalhar com material potencialmente

infeccioso.

Amostra biologica

Soro
O analito é estavel por 7 dias entre 2 a 8 °C.

Todo o material biol6gico deve ser processado como sendo
potencialmente contaminante. Usar luvas descartaveis durante a
manipulagdo do material biol6gico. As amostras devem ser
descartadas, apds o uso, em recipientes especificos para este fim.
Nao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de
esgoto.

Interferentes pré-analiticos

Hemoglobina (> 2,5g/dL) e triglicérides (> 1,25¢g/L) interferem.
Lipemia moderada nédo afeta os resultados. Outras substancias
podem interferir. A presenga, acima do normal, de CK-BB ou de
adenilato quinase, e de macro CK e de CK mitocondrial interferem.

Preparo do reagente

Verter o contetdo do frasco no frasco e homogeneizar
bem. E recomendavel a transferéncia de parte do homogeneizado
para o frasco [R2, com o objetivo de se obter a diluigdo completa do
reagente contido no mesmo. Ap6s homogeneizar, verter
novamente o contedo no frasco . Rotular como Reagente de
Trabalho. Este reagente é estavel, sob refrigeracéo, na faixa de 2 a
8°C, durante 15 dias, se mantido fora do refrigerador somente o
tempo necessario para as dosagens.

Nota 2

Podem ser preparados volumes menores de reagente de trabalho,
desde que respeitada a proporcao de 1mL do [R9 + 4mL do [R1]



Permitir que reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente.
Pipetar, em diferentes tubos de ensaio, como a seguir:

Método Macro Micro
Amostra 40 pL 20 pL
Reagente de trabalho 1,0 mL 0,5mL

Acertar 0 zero do espectrofotémetro utilizando agua
destilada ou deionizada;

Homogeneizar rapidamente e inserir em um porta cubetas
termostatizado a 37°C;

Ler e registrar a absorbancia em 340 nm, exatamente, aos
5 minutos (As) e aos 10 minutos (A+o) de incubagéo;

Calcular a diferengas das absorbancias (A10-A5), que
sera usada nos procedimentos de calculo.

Calculos

Considerando que o coeficiente de absor¢gdo molar do NADPH é
6.300 em 340 nm, se deduzem as seguintes férmulas para calcular
a concentragao catalitica a 37°C:

(A10-A5) x 1651 = U/L = (A10-A5). x 27522 = nkat/L

Atividade CKMB__, (o
Atividade do CK Total

Valores de referéncia

indice de CK -MB =

Valores acima de 25 U/L (37°C) séo indicativos de infarto agudo do
miocardio, portanto, é preferivel ajustar o limite do indice de CK-MB
em 6% da atividade da CK-Total como valor de referéncia.

Controle de qualidade

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros
controle comerciais. Preferencialmente deve participar de
programas de controle externo de qualidade, a exemplo daqueles

oferecidos pela SBAC e SBPC.

Caracteristicas de desempenho do produto

Sensibilidade analitica: A sensibilidade do método é de 3,0 U/L
(50 nKat/L).

Limite de Linearidade: Os resultados sdo lineares, no soro, até
600 U/L (10002 nKat/L).

Para valores maiores que 600 U/L, diluir a amostra 1:2 com agua
destilada/deionizada e repetir 0 ensaio. Multiplicar o resultado
encontrado pelo fator de diluigao cinco (2).

Estudos comparativos: Este produto ndo apresentou variagao
sistémica significativa quando comparado com produtos de mesma
metodologia.

Repetitividade e Reprodutibilidade:

Soro:
Concentracédo média n CV%
Repetitividade 45Ul 20 | 28
129U/L 20 2,3
Concentracédo média n CV%
Reprodutibilidade 45UlL 25 | 35
129U/L 25 | 32

Termo de garantia

A MBiolog Diagnésticos Ltda garante o desempenho deste produto
até a data de expiragao indicada no rétulo, desde que os cuidados
de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e nestas

instrugdes de uso forem seguidas corretamente.

Meio ambiente

As caixas e bulas podem ser encaminhados para coleta seletiva e
reciclados, desde que ndo contenha contaminagdes quimicas e/ou

biolégicas. Preserve o meio ambiente.
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