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INSTRUGOES DE USO

FINALIDADE
Método para a determinagédo da Creatina Quinase (CK) fragéo
MB. Teste cinético, somente para uso diagnoéstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACAO

Metodologia: Cinética UV

O processo envolve a medida da atividade de CK na presenca
de um anticorpo contra a fragdo M. Este anticorpo inibe
completamente a atividade do CK-MM e a fragdo M do
CK-MB, sem, entretanto, afetar a atividade da subunidade B do
CK-MB e do CK-BB. Partindo-se da premissa que o dimero BB
praticamente inexiste no sangue periférico, a atividade enzimatica
residual encontrada sera correspondente a apenas a fragdo B
do CK-MB. Como a fragdo M e a fragdo B possuem atividades
semelhantes, temos que a atividade de CK-MB corresponde ao
valor encontrado multiplicado por dois.

Creatina Fosfato + ADP —=— Creatina +ATP
ATP + Glicose —*—» Glicose-6-Fosfato + ADP

Glicose-6-Fosfato __cem 4, Gluconolactona-6-Fosfato
+ NADP* + NADPH + H*

CK — Creatina Quinase

G-6-PDH — Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase

HK — Hexoquinase

A velocidade da redugdo do NADP* a NADPH é proporcional a
atividade do CK na amostra.

REAGENTES

NUmero 1 - Tampéao - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Aceta-
to de Imidazol (pH 6,7) 100 mmol/L, Glicose 20 mmol/L, EDTA
2 mmol/L, NADP* 2 mmol/L, Hexoquinase 3500 U/L, Acetato de
Magnésio 10 mmol/L, N-Acetilcisteina 20 mmol/L, Anticorpo Poli-
clonal Anti CK-M suficiente para inibir até 2.000 U/L de CK-MM.
NUumero 2 - Enzima - Substrato - Conservar entre 2 e 8°C.
Contém: Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase 2000 U/L, Creatina
Fosfato 30 mmol/L, ADP 2 mmol/L, AMP 5 mmol/L, Diadenosina
Pentafosfato 10 mmol/L.

APRESENTACAO
Apresentacao
Reagente

1 2 3 4 5

N1 1x40 | 2x40 | 4x40 | 2x40 | 4x40
mL mL mL mL mL

N°2 1x10 | 2x10 | 4x10 1x20 | 2x20
mL mL mL mL mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Espectrofotémetro termostatizado, pipetas, relédgio ou cronéme-
tro, tubos de ensaio, Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin. Encon-
tram-se no mercado especializado de artigos para Laboratorios
de Analises Clinicas.

CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

A temperatura de armazenamento devera ser de 2 a 8°C. Nao
congelar. O transporte em temperaruras entre 15 e 30°C nao de-
vera exceder 72 (setenta e duas) horas. Manter ao abrigo da luz
e evitar umidade. Nao congelar.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagndstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencéo de re-
sultados exatos.

3- A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e
isenta de agentes contaminantes.

4- Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions
diversos, agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de
forma significativa os resultados.

5- E importante para o bom desempenho do teste, um rigoroso
controle de tempo, temperatura e pH.

6- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais
de protecdo ambiental para que o descarte dos reagentes e do
material biolégico seja feito de acordo com a legislacéo vigente.
7- Para obtengdo de informagdes relacionadas a biosseguranga
ou em caso de acidentes com o produto, consultar as FISPQ
(Ficha de Informagdes de Seguranca de Produtos Quimicos)
disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solici-
tagdo pelo SAC (Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.
8- N&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

9- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utiliza-
dos estejam devidamente calibrados e submetidos as manuten-
coes periodicas.

AMOSTRAS

Soro ou plasma colhido com heparina ou EDTA. A amostra ¢ es-
tavel por 24 horas entre 15 e 30°C e uma semana entre 2 e 8°C.
N&o usar amostra hemolisada.

DESCRICAO DO PROCESSO

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

Misturar 4 partes do reagente N°1 com 1 parte do rea-
gente N°2. Estavel durante 1 dia nas temperaturas de 15 a
30°C e 15 dias de 2 a 8°C.

CONDICOES DE REACAO
E condigdo indispensavel o uso de cubeta termostatizada a 37°C,
caminho o6ptico de 1 cm e leitura em 340 nm.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle
os kits Biocontrol N e P Bioclin.

Reagente de Trabalho 1,0 mL

40 uL

Amostra

Homogeneizar e transferir para uma cubeta termostatizada a
37°C e aguardar 5 minutos. Fazer a leitura inicial, disparando o
crondmetro. Repetir as leituras apés 1, 2 e 3 minutos.

CALCULOS
Calcular a média das diferencas de absorbancia por minuto
(A A/min.) e utilizar este valor para calculo do resultado.

Ce

CK-MB (U/L) 340 nm = AA/min x 8254

TECNICA PARA CK-MB MAIOR QUE 20% DO VALOR DE CK
TOTAL

Se a medida da atividade de CK-MB excede a 20% do valor da
atividade de CK total, deve-se suspeitar da presenga de macro
CK e realizar a técnica abaixo para determinar o valor de CK-MB
real.

Exemplo:

CK Total = 150 U/L

20% CK Total = 30 U/L

Se CK-MB > 30 UI/L, realizar técnica abaixo.

» Realizar a dosagem de CK-NAC (total) e CK-MB antes de
aquecer 0 soro.

» Aquecer o soro a 45°C por 20 minutos.

* Dosar o CK-MB novamente.

Valor de CK-MB (U/L) = CK-MB inicial - CK-MB*
CK-MB* = valor encontrado apds o aquecimento do soro
Obs.: Ver Limitagdes do Processo

LIMITACOES DO PROCESSO

O método quantifica toda isoenzima CK-BB presente no soro.
Normalmente a atividade desta isoenzima é pequena. Entretanto,
se um aumento significante desta isoenzima ocorrer, a atividade
de CK-MB sera superestimada. Além disto, duas isoenzimas ma-
cromoleculares tém sido consideradas como falso positivos para a
CK-MB: a macro CK do tipo 1 e a macro CK do tipo 2. Atipo 1 é
um complexo de CK-BB ou CK-MM ligado a IgA ou IgG. A macro
CK tipo 2 é um complexo oligomérico de origem mitocondrial, e
esta associada a neoplasias. Se a medida da atividade de CK-MB
excede a 20% do valor da atividade de CK total, deve-se suspei-
tar da presenga destas isoenzimas macromoleculares.

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

O Laboratério Clinico deve possuir um programa interno de
controle da qualidade, onde procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente estabelecidos. E im-
portante ressaltar que todos os sistemas de medicéo apresentam
uma variabilidade analitica caracteristica, que deve ser moni-
torada pelos proprios laboratorios. Para tanto, € recomendavel
a utilizacdo de controles, que permitem avaliar a precisdo e a
exatidao das dosagens.

RASTREABILIDADE

A calibragdo do kit pode ser feita utilizando o fator de calibragédo
tedrico, baseado na absortividade molar do NADP, ou através
do calibrador BIOCAL. A Bioclin recomenda o uso do calibrador
BIOCAL , que é rastreavel ao material de referéncia ERM-AD455
/ IFCC e ao método de referéncia da IFCC.

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia, para o presente método, foram obtidos
através da determinacdo de CK-MB em populagdes sadias do
sexo masculino e feminino.

37°C
0-25U/L

Homens/Mulheres




Estes valores devem ser usados como orientagdo, sendo que
cada laboratério devera criar sua faixa de valores de referéncia,
de acordo com a populagéo atendida.

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados
pelo profissional médico responsavel, ndo sendo o Unico critério
para a determinagao do diagnostico e/ou tratamento do paciente.

DESEMPENHO DO PRODUTO
CONTROLE DE QUALIDADE

Exatidao
COMPARACAO DE
METODOLOGICA

O kit de CK MB UV foi comparado com outro métodos para
dosagem de CK-MB comercialmente disponivel. Foram reali-
zadas 42 analises e os resultados foram avaliados. A equagéo
linear obtida foi Y = 0,994X - 0,485, com coeficiente de correlagédo
linear igual a 0,996. Com estes resultados pode-se concluir que o
kit apresenta boa especificidade metodoldgica.

METODOS E ESPECIFICIDADE

Precisdo

REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi calculada a partir de 40 determinagdes
sucessivas, utilizando 3 amostras com concentragées diferentes,
obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra l Amostra 2 Amostra 3
C&';Zf:t(ﬁ‘f_a)‘o 51,50 253,45 155,68
Pa'ggz"(ig n 1,13 3,13 1,79

REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 40 determinagdes su-
cessivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com
concentragdes diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostral | Amostra2 | Amostra3
Concentracdo
Média (U/L) 52,21 247,12 155,25
Desvio
padio (UIL) 1,40 5,76 2,49
Coeficiente de 2,69 2,33 1,61
variagéo (%)

Sensibilidade

A sensibilidade foi calculada a partir de 40 determinacdes de uma
amostra isenta de CK-MB. A média encontrada foi de 0,78 U/L
com desvio padrdo de 0,52 U/L. A sensibilidade, que indica o
limite de detecgdo do método, corresponde a média mais 3 vezes
o desvio padréo, e ¢ igual a 2,33 U/L.

Linearidade

A reagdo é linear até 600 U/L. Se a variagdo de extin-
¢do molar por minuto for maior que 0,150, repetir o teste
usando uma diluigdo de 1:10 com soro fisiolédgico. O resultado
encontrado sera multiplicado por 10.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

O CK-MB sofre elevagdes em doengas do miocardio, como in-
farto, miocardite. Em seguida ao infarto (3 a 5 horas), a concen-
tracdo sérica desta enzima eleva-se, alcanga um pico maximo
apds 12 - 24 horas e permanece elevada por um periodo curto

(2 a 3 dias). Como se trata de uma fragdo especifica para o
musculo cardiaco, essa enzima apresenta grande importancia
para monitoragdo do infarto do miocardio.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - SCANDINAVIAN Socit For Clinical Chemistry Scand. J. Clin.
Lab. INVEST., 1974, 33, 291.

2 - Ann. Biol. Clin., 1982, 40,99.

GARANTIA DE QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo, todos os reagentes
Bioclin sdo testados pelo Departamento de Controle de Quali-
dade. A qualidade dos reagentes é assegurada até a data de vali-
dade mencionada na embalagem de apresentacé@o, desde que
armazenados e transportados nas condigbes adequadas.
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Tel.: (31)3439.5454 - Fax: ( 31) 3439.5455
E-mail: bioclin@bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira
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INSTRUCCIONES DE USO

FINALIDAD

Método para la determinacién de la Creatina Quinasis (CK)
fraccion MB. Prueba cinética, solamente para uso diagndstico
in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION

Metodologia: Cinética UV

El proceso envuelve la medida da actividad de CK en la pre-
sencia de un anticuerpo contra la fraccion M. Este anticuerpo
inhibe completamente la actividad del CK-MM y la fraccién M del
CK-MB, sin, entretanto, afectar la actividad de la sub unidad B
del CK-MB y del CK-BB. Partiéndose de la premisa que el dime-
ro BB praticamente inexiste en la sangre periférica, la actividad
enzimatica residual encontrada sera correspondiente apenas a la
fracciéon B del CK-MB. Como La fraccién My la fraccion B poseen
actividades semejantes, tenemos que la actividad de CK-MB
corresponde al valor encontrado multiplicado por dos.

Creatina Fosfato + ADP —*— Creatina +ATP

ATP + Glicosis —*— Glicosis-6-Fosfato + ADP
Glicosis-6-Fosfato ——® Gluconolactona-6-Fosfato
+ NADP* + NADPH + H*

CK - Creatina Quinasis

G-6-PDH - Glicosis-6-Fosfato-Desidrogenasis

HK - Hexoquinasis

La velocidad de la reduccién del NADP* a NADPH es proporcional
a la actividad del CK en la muestra.

REACTIVOS

Namero 1 - Tampoén - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene:
Acetato de Imidazol (pH 6,7) 100 mmol/L, Glicosis 20 mmol/L,
EDTA 2 mmol/L, NADP* 2 mmol/L, Hexoquinasis 3500 UIL,
Acetato de Magnésio 10 mmol/L, N-Acetilcisteina 20 mmol/L,
Anticuerpo Policlonal Anti CK-M suficiente para inhibir hasta
2.000 U/L de CK-MM.

Ndmero 2 - Enzima - Sustrato - Almacenar entre 2 y 8°C. Con-
tiene: Glicosis-6-Fosfato-Desidrogenasis 2000 U/L, Creatina
Fosfato 30 mmol/L, ADP 2 mmol/L, AMP 5 mmol/L, Diadenosina
Pentafosfato 10 mmol/L.

PRESENTACION

Presentacion
Reactivo
1 2 3 4 5
N° 1 1x40 2 x40 4 x40 2x40 4 x40
mL mL mL mL mL
N° 2 1x10 2x10 4x10 1x20 2x20
mL mL mL mL mL

EQUIPAMIENTOS E INSUMOS OPERACIONALES
Espectrofotometro termostatizado, pipetas, reloj o cronémetro, tu-
bos de ensayo, Biocontrol N y Biocontrol P Bioclin. Se encuentran
en el mercado especializado de articulos para Laboratorios de
Andlisis Clinicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE

La temperatura de almacenamiento y transporte debera ser de
2y 8°C. El transporte en temperaturas entre 15y 30°C no debera
exceder 72 (setenta y dos) horas. Mantener al abrigo de la luz y
evitar humedad. No congelar.

CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro profesional.

2- Seguir con rigor a metodologia propuesta para obtencion de
resultados exactos.

3- El agua utilizada en la limpeza del material debe ser reciente e
exenta de agentes contaminantes.

4- Columnas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina,
iones diversos, agentes oxidantes y reductores, que pueden al-
terar de forma significativa los resultados.

5- Es importante para el buen desempefio de la prueba, un
riguroso control de tiempo, temperatura y pH.

6- Se recomienda la aplicacion de la ley local, estatal y federal de
proteccion ambiental para la eliminacion de reactivos y material
biolégico se hace de acuerdo con la legislacion vigente.

7- Para obtener informacién relacionada con la seguri-
dad biolédgica o en caso de accidentes con el producto,
consultar la FISPQ (Ficha de Informaciones de la Se-
guridad de Productos Quimicos) disponibles en el site
www.bioclin.com.br o solicitando a través del SAC (Servicio de
Asesoria al Cliente) de Quibasa.

8- No utilice el producto en caso de dafios en su embalaje.

9- Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados estén
adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos perié-
dicos.

MUESTRAS

Suero o plasma cogido con heparina o EDTA. La muestra es esta-
ble por 24 horas entre 15y 30°C y una semana entre 2 y 8°C. No
usar muestra hemolizada.

DESCRIPCION DEL PROCESO

PREPARO DEL REACTIVO DE TRABAJO

Mezclar 4 partes del reactivo N°1 con 1 parte del reactivo N°2.
Estable durante 1 dia a temperaturas de 15 a 30°C y 15 dias de
2a8°C.

CONDICIONES DE REACCION
Es condicién indispensable el uso de cubeta termostatizada a
37°C, camino 6ptico de 1 cm y lectura en 340 nm.

TECNICA
La Bioclin recomienda, para uso del kit, utilizar como
suero control los kits Biocontrol N y P Bioclin.
Reactivo de Trabajo 1,0 mL
Muestra 40 uL

Homogenizar y transferir para una cubeta termostatizada a 37°C
y aguardar 5 minutos. Hacer la lectura inicial, disparando el
cronémetro. Repetir las lecturas después de 1, 2 y 3 minutos.

e

CALCULOS
Calcular el promedio de las diferencias de absorbancia por minuto
(A A/min.) y utilizar este valor para calculo del resultado.

CK-MB (U/L) 340 nm = AA/min x 8254

TECNICA PARA CK-MB MAYOR QUE 20% DEL VALOR DE CK
TOTAL

Si la medida de la atividad de CK-MB excede a 20% del valor de
la actividad de CK total, se debe sospechar de la presencia de
macro CK y realizar la técnica abajo para determinarse el valor
de CK-MB real.

Ejemplo:

CK Total = 150 U/L

20% CK Total = 30 U/L

Si CK-MB > 30 U/L, realizar la técnica abajo.

» Realizar la dosificacién de CK-NAC (total) y CK-MB antes de
calentar el suero.

« Calentar el suero a 45°C por 20 minutos.

« Dosificar el CK-MB nuevamente.

Valor de CK-MB (U/L) = CK-MB inicial - CK-MB*
CK-MB* = valor encontrado después del calentamiento del suero
Obs.: Ver Limitaciones del Proceso

LIMITACIONES DEL PROCESO

El método cuantifica toda isoenzima CK-BB presente en el
suero. Normalmente la actividad de esta isoenzima es pequefia.
Sin embargo, si ocurre un aumento significante de esta isoen-
zima, la actividad de CK-MB sera superestimada. Ademas de
esto, dos isoenzimas macromoleculares han sido considera-
das como falso positivos para la CK-MB: la macro CK del tipo
1y la macro CK del tipo 2. A tipo 1 es un complejo de CK-BB o
CK-MM conectado a IgA o IgG. La macro CK tipo 2 es un com-
plejo oligomérico de orige mitocondrial, y esta asociada a neopla-
sias.Si la medida de la atividad de CK-MB excede a 20% del valor
da actividad de CK total, se debe sospechar de la presencia de
estas isoenzimas macromoleculares.

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

El Laboratorio Clinico debe poseer un programa interno de con-
trol de calidad, donde procedimientos, normas, limites y toleran-
cia para variaciones sean claramente establecidos. Es importante
resaltar que todos los sistemas de medicién presentan una va-
riabilidad analitica caracteristica, que debe ser vigilada por los
propios laboratorios. Por lo tanto, es recomendable la utilizacion
de controles, que permiten la evaluacion, la precision y la exacti-
tud de las dosificaciones.

TRAZABILIDAD

El calibracion del kit se puede hacer usando el factor de calibracion
tedrica basada en la capacidad de absorcién molar del NADP, o
a través de la BIOCAL calibrador. El Bioclin recomienda el uso
del calibrador BIOCAL que es trazable al material de referencia
ERM-AD455 / IFCC y la método de referencia de la IFCC.



VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia, para el presente método,
fueron obtenidos através de la determinacién de CK-MB en pobla-
ciones sanas do sexo masculino y femenino.

37°C
0-25U/L

Hombres/Mujeres

Estos valores deben ser usados como orientacién, siendo que
cada laboratorio debera crear su rango de valores de referencia,
de acuerdo con la poblacién atendida.

Los resultados proporcionados por este kit deben ser interpreta-
dos por el profesional médico responsable, no siendo el tnico cri-
terio para determinar el diagnéstico y/o tratamiento del paciente.

DESEMPENO DEL PRODUCTO
CONTROL DE CALIDAD

Exactitud
COMPARACION
METODOLOGICA
El kit de CK MB UV fue comparado con otro método para
dosificacion de CK-MB commercialmiente disponible. Fueron
realizadas 42 andlisis y los resultados fueron evaluados. La
ecuacion linear obtenida fue Y = 0,994X - 0,485, con coeficiente
de correlacion linear igual a 0,996. Con estos resultados se puede
concluir que el kit presenta buena especificidad metodoldgica.

DE METODOS Y ESPECIFICIDAD

Precision

REPETIBILIDAD

La repetibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones
sucesivas, utilizando 3 muestras con concentraciones diferentes,
obteniéndose los siguientes resultados:

Linearidad

La reaccién es linear hasta 600 U/L. Si la variacion de extincion
molar por minuto fuera mayor que 0,150, repetir la prueba usando
una dilucion de 1:10 con suero fisiolégico. El resultado encon-
trado sera multiplicado por 10.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

El CK-MB sufre elevaciones en dolencias del miocardio, como
infarto, miocarditis. En seguida al infarto (3 a 5 horas), la concen-
tracion sérica de esta enzima se eleva, alcanza un pico maximo
después de 12 - 24 horas y permanece elevada por un periodo
corto (2 a 3 dias). Como se trata de uma fraccion especifica para
el musculo cardiaco, esa enzima presenta gran importancia para
monitoracion del infarto del miocardio.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - SCANDINAVIAN Socit For Clinical Chemistry Scand. J. Clin.
Lab. INVEST., 1974, 33, 291.

2 - Ann. Biol. Clin., 1982, 40,99.

GARANTIA DE CALIDAD

Antes de ser liberado para el consumo, todos los reactivos
Bioclin son probados por el Departamento de Control de Calidad.
La calidad de los reactivos es asegurada hasta la fecha de valides
mencionada en el embalaje de presentacion, siempre que sean
almacenados y transportados en las condiciones adecuadas.
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CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
g%nnfsgltga(cdm 5150 253,45 155,68
Paﬁgiv(iS/L) 1.13 3,13 1,79
Sariscian o | 22 12 11

REPRODUCTIBILIDAD

La reproductibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones
sucesivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 muestras con
concentraciones diferentes, obteniéndose los siguientes resulta-
dos:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Concentracién
Promedio (U/L) 5221 247,12 155,25
Desvio
Patrén (U/L) 1,40 576 2,49
Coe'ﬁu‘e’nte de 2,69 233 161
variacion (%)

Sensibilidad

La sensibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones de
una muestra exenta del analito CK-MB. El promedio de 0,78 U/L
con desvio patrén de 0,52 U/L. La sensibilidad, que indica el limite
de deteccion del método, corresponde al promedio mas 3 veces
el desvio patrén, y es igual a 2,33 U/L.
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NUMERO DEL CATALOGO

NUMERO DE LOTE
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CK MB UV
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USAGE INSTRUCTIONS

FUNCTION
Method for determination of the MB fraction Creatine Kinase (CK).
Kinetic test, only for in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE OF ACTION

Methodology: Kinetic UV

The process involves the measurement the activity of CK
in the presence of an antibody against fraction M. This anti-
body completely inhibits the activity of CK-MM and M fraction of
CK-MB, without, however, affect the activity of the B subunit of
CK-MB and CK-BB. Based on the premise that the BB di-
mer is practically nonexistent in the peripheral blood, the re-
sidual enzyme activity found will be corresponding only to the
fraction B of CK-MB. As the M fraction and fraction B have simi-
lar activities, we have the activity of CK-MB corresponds to the
value found multiplied by two.

Creatine Phosphate + ADP —=— Creatine +ATP
ATP + Glucose —*— Glucose-6-Phosphate + ADP

Glucose-6-Phosphate e Gluconolactone-6-phosphate
+ NADP* + NADPH + H*

CK - Creatine Kinase

G-6-PDH - Glucose-6-Phosphate-Dehydrogenase

HK - Hexokinase

The speed of reduction of NADP* to NADPH is proportional to the
activity of CK in the sample.

REAGENTS

Number 1 - Buffer - Store between 2 and 8°C. Contains:
Imidazole Acetate (pH 6,7) 100 mmol/L, Glucose 20 mmol/L, EDTA
2 mmol/L, NADP*, 2 mmol/L, Hexokinase 3500 U/L, Magnesium
Acetate 10 mmol/L, N-Acetylcysteine 20 mmol/L, Polyclonal Anti
CK-M sufficient to inhibit up to 2,000 U/L CK-MM.

Number 2 - Enzyme - Substrate - Store between 2 and 8°C.
Contains:  Glucose-6-Phosphate-Dehydrogenase 2000 UIL,
Creatine Phosphate 30 mmol/L, ADP 2 mmol/L, AMP 5 mmoli/L,
Diadenosine Pentaphosphate 10 mmol/L.

PRESENTATION
Presentation
Reagent

1 2 3 4 5

N°1 1x40 2 x40 4 x40 2 x40 4 x40
mL mL mL mL mL

Ne2 1x10 2x10 4x10 1x20 2x20
mL mL mL mL mL

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS

Thermostated spectrophotometer, pipettes, watch or stopwatch,
test tubes, Biocontrol N and Biocontrol P Bioclin. They can be
found at markets specialized on Clinical Analysis Laboratories.

TRANSPORTATION AND STORAGE CONDITIONS

The storage temperature should be between 2 to 8°C. The
transport at temperatures between 15 and 30°C should not
exceed 72 (seventy two) hours. Protect from light and avoid
moisture. Do not freeze.

SPECIAL CARE

1- For professional in vitro diagnostic use only.

2- Strictly follow the methodology proposed to obtain exact results.
3- Water used in material cleaning must to be recent and free of
contaminants.

4- Saturated deionizer columns release alkaline water, many
ions, oxidizing agents and reducers, that may alter the results
significantly.

5- It is important for the proper performance of the test, a strict
control of time,temperature and pH.

6- We recommend applying the local, state and federal rules
for environmental protection, so that disposal of reagents and
biological material can be made in accordance with current
legislation.

7- To obtain information related to biosafety or in case of accidents
with the product, consult the MSDS (Material Safety Data Sheet)
available on the website www.bioclin.com.br or upon request by
the SAC (Customer Advisory Service) of Quibasa.

8- Do not use the product in case of damaged packaging.

9- It is essential that the instruments and equipments used are
properly calibrated and subjected to periodic maintenance.

SAMPLES

Serum or plasma collected with heparin or EDTA. The sample is
stable for 24 hours between 15 and 30°C and a week between
2 and 8°C. Do not use hemolyzed sample.

PROCESS DESCRIPTION

PREPARATION OF WORKING REAGENT

Mix 4 parts of reagent N°1 with 1 part of reagent N°2. Stable for
1 day at temperatures between 15 to 30°C and 15 days between
2to 8°C.

REACTION CONDITIONS
It is indispensable the use of a thermostated cuvette at 37°C,
optical path of 1cm and reading at 340 nm.

TECHNIQUE
Bioclin recommends, as control serum, Biocontrol N and P Bioclin
kits.

1,0 mL
40 uL

Working Reagent

Sample

g

Example:

CK Total = 150 U/L

20% CK Total = 30 U/L

If CK-MB > 30 U/L, performing technique below.

* Make the CK-NAC (total) and CK-MB before heating the serum.
« Heating the serum at 45°C for 20 minutes.
« Test the CK-MB again.

Value of CK-MB (U/L) = initial CK-MB - CK-MB*
CK-MB* = value found after heating the serum
Note: See Procedure Limitations

PROCEDURE LIMITATIONS

The method quantifies all CK-BB isoenzyme in serum. Normally
the activity of this isoenzyme is small. However, if a significant
increase of this isoenzyme occurs, the activity of CK-MB is
overrated. Moreover, macromolecular two isoenzymes have
been considered as false positive for CK-MB: a macro CK
type 1 and type 2 macro CK. The type 1 is a complex of
CK-BB or CK-MM bound to IgA or IgG. The macro CK type 2 is
an oligomeric complex of mitochondrial origin and is associated
with neoplasias. If the measurement of activity of CK-MB exceeds
20% of total CK activity, one should suspect the presence of these
isoenzymes macromolecules.

INTERNAL QUALITY CONTROL

The Clinical Laboratory must have an internal quality control,
where all procedures, rules, limits and tolerance to variations be
clearly established. It is important to mention that all measurement
systems present a analytical variety, and it must be monitor by the
laboratory. Therefore, it is recommendable the use of controls,
allowing the precision and accuracy of the dosages.

TRACEABILITY

The calibration kit can be made using the theoretical calibration
factor based on the molar absorptivity of the NADP, or through
the calibrator BIOCAL. The Bioclin recommends using BIOCAL
calibrator which is traceable to the reference material
ERM-AD455 / IFCC and the IFCC reference method.

REFERENCE VALUES
The reference values for this method were obtained by determining
CK-MB in healthy populations of male and female.

Homogenize and transfer to a thermostated cuvette at 37°C
and wait for 5 minutes. Make the initial reading, triggering the
stopwatch. Repeat the readings at 1, 2 and 3 minutes.

CALCULATIONS
Calculate the mean difference in absorbance per minute (AA/min.)
and use this value to calculate the result.

CK-MB (U/L) 340 nm = AA/min x 8254

TECHNICAL FOR CK-MB GREATER THAN 20% OF TOTAL CK
VALUE

If the measurement of activity of CK-MB exceeds 20% of total CK
activity, the presence of macro CK should be suspected and the
following technique to determine the value of CK-MB real should
be performed.

37°C
0-25U/L

Men/Women

These values should be used as guidelines, each laboratory
should establish its range of reference values, according to the
population served.

The results provided by this kit must be interpreted by the medical
professional responsible, not being the only criterion for the
determination of diagnosis and/or treatment of the patient.



PRODUCT PERFORMANCE
QUALITY CONTROL

Accuracy
METHOD
SPECIFICITY
The CK MB UV Kit was compared with other methods for
CK-MB dosage available in the market. 42 analysis were
performed and the results were evaluated. The linear equation
obtained was Y = 0,994X - 0,485, with linear correlation coefficient
equal to 0,996. With these results we can conclude that the kit
shows good methodological specificity.

COMPARISON AND METHODOLOGICAL

Precision

REPEATABILITY

The repeatabilty was calculated from 40 successive
determinations, using 3 samples with different concentrations,
obtaining the following results:

Sample 1 | Sample 2 | Sample 3
Conceﬁ\tlreartéilgﬁ (UIL) 51,50 253,45 155,68
De\i;?c?r?r(?m) 1,13 3,13 1,79
Coutieentot | 0o [ 1z |
REPRODUCIBILITY
The reproducibility was calculated from 40 successive

determinations for 3 consecutive days, using 3 samples with
different concentrations, obtaining the following results:

Sample 1 | Sample 2 | Sample 3
Concepr\l\t/fall’tailgs (UIL) 52,21 247,12 155,25
De\it;?:r? r((ljJ/L) 1,40 5,76 2,49
Veratonvy | 200 | 23 | 181

Sensitivity

The sensitivity was calculated from 40 determinations of a sample
free of CK-MB. The average found was 0,78 U/L with standard
deviation of 0,52 U/L. The sensitivity, that indicates the method
detection limit, correspond to the average plus 3 times the
standard deviation, and is equal to 2,33 U/L.

Linearity

The method is linear up to 600 U/L. If the variation of molar
extinction per minute is larger than 0,150, repeat the test using a
dilution of 1:10 with saline. The result obtained is multiplied by 10.

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE

The CK-MB elevations are suffering myocardial diseases, such
as myocardial infarction, myocarditis. Then the infarct (3 to
5 hours), the serum concentration of this enzyme rises, reaches a
peak after 12 - 24 hours and remains elevated for a short period
(2 to 3 days). As this is a specific fraction to the heart muscle,
this enzyme has great significance for monitoring of myocardial
infarction.

BIBLIOGRAPHIC REFERENCES

1 - SCANDINAVIAN Socit For Clinical Chemistry Scand. J. Clin.
Lab. INVEST., 1974, 33, 291.

2 - Ann. Biol. Clin., 1982, 40,99.

QUALITY ASSURANCE

Before being released for consumption, all Bioclin reagents
are tested by the Department of Quality Control. The quality of
reagents is assured until expiration date stated on the presentation
packaging, when stored and transported under the appropriate
conditions.
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MANUFACTURED BY
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