Reactivo de Isoenzima CK-MB C€

RESUMEN DEL PRODUCTO

Estabilidad : 7 dias a 2-8°C
Rango de determinacion : Hasta 1000 U/L
Tipo de muestra : Suero

Método : Cinético

Preparacién del reactivo : Anadir un volumen especificado

de tampon.

Reactivo A

SIMBOLOS EN EL ETIQUETADO DEL PRODUCTO
Representante autorizado J  Limitacién de temperatura

Para uso en diagnésticos in vitro E Usar hasta/Fecha de caducidad

A PRECAUCION. Consulte las
instrucciones de uso.

Caodigo de lote/Numero de lote
NUmero de catéalogo
Consulte las instrucciones de uso “ Fabricado por

[REAG[ B| Reactivo B

USO PREVISTO
Este reactivo esté pensado para la determinacion cuantitativa in vitro de CK-MB (CK-2)
en el suero humano.

RELEVANCIA CLINICA'2

La creatina quinasa (ATP:creatina N-fosfotransferasa, EC2.7.3.2) es una enzima dimérica
compuesta por dos tipos de subunidades monoméricas, M (Muscular) y B (Cerebral). Las
subunidades se combinan para formar tres isoenzimas CK distintas, CK-BB (CK-1), CK-
MB (CK-2) y CK-MM (CK-3). CK-MM es la forma predominante de CK en los musculos
esqueléticos. CK-BB se encuentra en el cerebro y en los musculos esqueléticos. CK-MB se
encuentra en alta concentracién en el miocardio (entre 14 y 42%) y en menor proporcién
en los musculos esqueléticos. En ausencia de enfermedad, la mayor parte de la actividad
de la CK en el suero se debe a la isoforma CK-MM.

Los dafios en el miocardio, como los presentes en el infarto de miocardio agudo (IMA),
tendran como resultado un aumento de los niveles circulatorios de la isoforma CK-MB.
Generalmente los niveles de CK-MB aumentan entre 4 y 6 horas después de la apariciéon
del dolor de pecho, alcanzando un pico entre las 12 y 24 horas y volviendo a los niveles
iniciales antes de 48 horas. En los casos en los que existan sospechas de un IMA; se
recomienda la determinaciéon de CK-MB, generalmente en el momento del ingreso y 6
horas, 12 horas y 24 horas mas tarde.

METODOLOGIA

Se encuentran disponibles varios métodos para la separacion y cuantificacion de CK-MB
mediante electroforesis e inmunoinhibicion. Los métodos de inmunoinhibicién presentan la
ventaja de que se pueden automatizar faciimente. El método CK-MB de Thermo Scientific
utiliza un método de inmunoinhibicion. El reactivo contiene una mezcla de anticuerpos
monoclonales al monémero CK-M y asi inhibe por completo la actividad de CK-MM y la
mitad de la actividad de CK-MB. Se mide la actividad de la subunidad monomérica B no
inhibida de CK-MB, la cual representa la mitad de la actividad de CK-MB. El método asume
que la actividad de la isoenzima CK-BB en suero es practicamente cero. En este método,
se afiade suero a un reactivo de CK-NAC modificado que contiene el anticuerpo anti-M.
Durante la incubacion inicial tienen lugar las siguientes reacciones:

1. CK-MM + anticuerpo ——— CK-MM inhibida
CK-MB + anticuerpo  ———— CK-MB inhibida al 50%

2. CK-Binactvada ——— NAC ———— Aktiviertes CK-B

La actividad de CK-B se determina utilizando la siguiente secuencia de reacciones:

3. Fosfato de creatina + Mg-ADP % Creatina + ATP
4. ATP + Glucosa L Glucosa-6-fosfato + ATP

5. G6P + NADPH —G8PDH ¢ Gp . NADPH

La adenilato quinasa (mioquinasa) se inhibe mediante el AMP y el P'P5-diAP

6. 2ADP + NADPH — 2K/ AMP 4+ ATP
Abreviaturas:

ADP = 5'-difosfato de adenosina

ATP = 5'-trifosfato de adenosina

HK = Hexoquinasa

G-6-P = Glucosa-6-fosfato

NADP+ = Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
G-6-PDH = Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
6-PG = 6-fosfogluconato

NADPH = NADP reducido

AMP = 5’-monofosfato de adenosina

AK = Adenilato quinasa

P'P5-diAP = P'P%-Di(adenosina-5'-) pentafosfato

COMPOSICION DEL REACTIVO

Ingredientes activos Concentracién
Mezcla de anticuerpos monoclonales anti CK humanos suficiente para inhibir hasta
2000 U/L de CK-M a 37°C.

Acetato de imidazola 100 mmol/L
AMP 5 mmol/L
NADP 2 mmol/L
P1PS-diAP 10 mmol/L
EDTA 2 mmol/L
Acetato de Mg 10 mmol/L
ADP 2 mmol/L
D-Glucosa 20 mmol/L
NAC 20 mmol/L

Fosfato de creatina 30 mmol/L
Hexoquinasa (levadura) >3000 U/L
G-6-PDH (leuconostoc) >2000 U/L

También contiene estabilizantes y cargas no reactivos.
pH 7,00 + 0,2 2 20°C

AVISO: No ingerir. Evite el contacto con la piel y con los ojos. En caso de contacto, lave
abundantemente las areas afectadas con agua. Aflada una gran cantidad de agua antes
de verterlo. Para informacién adicional consulte la Hoja de Datos de Seguridad del reactivo
de Isoenzima CK-MB. El envase de este producto contiene caucho natural seco. Tenga
precaucién al manipular los viales con boca para capsulas metdlicas y los viales de vidrio
rotos, dado que los bordes afilados podrian herir al usuario.

PREPARACION DEL REACTIVO
Reconstituya el Reactivo A con el volumen de tapén, Reactivo B, indicado en la etiqueta
del vial. Mezcle suavemente hasta que se disuelva.

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Antes del uso:

Cuando se almacena refrigerado a 2-8°C, el reactivo es estable hasta la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta de la botella y de la caja del kit.

Reactivo reconstituido:

Cuando se almacena bien cerrado a 2-8°C, el reactivo es estable durante al menos 7
dias.

Indicaciones del deterioro del reactivo:

. Turbidez,

. Absorbancia >0,7 a 340 nm (1cm); y/o

. Imposibilidad de recuperar los valores de control dentro del intervalo asignado.

TOMAY MANEJO DE LAS MUESTRAS®**

Recogida: En el caso de que existan sospechas de un IMA; se recomienda la determinacion
de CK-MB en el momento del ingreso y tras 6 horas, 12 horas y 24 horas. En nimero
minimo absoluto de muestras es 2, obtenidas 12 y 24 horas después de la aparicién de
los sintomas.

Suero: Use suero no hemolizado.

Plasma: No recomendado. El heparina, el EDTA, el fluoruro y el citrato inhiben la actividad
de la CK.

Almacenamiento: La CK es estable durante 1 dia a 4°C. No obstante, la estabilidad
puede variar algo para el suero individual, dependiendo de la distribucion isoenzimatica y el
estado 4cido-base del paciente. Para un almacenamiento de mayor duracién, consérvese
congelado a -20°C.

EQUIPOS ADICIONALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS

. se requieren, pipetas para administrar volimenes medidos con precision.

. Un analizador quimico clinico capaz de mantener una temperatura constante (37 °C)
y de medir la absorbancia a 340 nm.

. Consumibles especificos del analizador, por ejemplo: copas para muestras.

. Material de control de ensayos normales y anormales.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
Se recomiendan los siguientes pardmetros del sistema. El Grupo de Soporte Técnico
suministra aplicaciones de instrumentos individuales tras solicitud.

PARAMETROS DEL SISTEMA
Temperatura 30937°C
Longitud de onda 340 nm (334, 365 nm)

Tipo de ensayo Velocidad/cinética
Direccién Incremento
Muestra: Relacién de reactivo 1:20

p.ej. Vol de muestra: 10 L

Vol. de reactivo 200 pL

Retraso/retardo 300 segundos
Tiempo de lectura 300 segundos
Limites del blanco de reactivo Bajo 0,0 UA
(340 nm, paso de luz de 1cm) Alto 0,7 UA
Linealidad Hasta 1000 U/L

(consulte la seccién de Linealidad)
Sensibilidad Analitica
(340 nm, paso de luz de 1cm)

0,15 AmA/min por U/L

CALCULOS
En general, el instrumento calcula los resultados de forma automaética, como sigue:

Actividad en U/L = AAbs/min x Factor

TV x 1000
Factor = 63xSVXP x 2




Volumen total de reaccién en mL

Volumen de la muestra en mL

coeficiente de absorcién milimolar del NADH a 340 nm
(Véase la nota 4)

Longitud del paso de la cubeta en cm.

multiplicar el valor de CK-B por 2 se obtiene una
estimacion de la actividad de CK-MB.

En la cual:
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Porcentaje de CK-MB:

% actividad de CK-MB = —QJ/LdeCKMB 5,
U/L de CK total
Ejemplo:  CKTotal = 350 U/L
CK-MB = 53UL
% actividad de CK-MB = 350 UL x 100

% actividad de CK-MB = 15%

NOTAS

1. Los volumenes del reactivo y de la muestra se pueden alterar de forma proporcional
para adaptarse a los diferentes requerimientos del espectrofotdmetro.

2. La CK total se debe determinar primero utilizando el reactivo de CK de vial Gnico
IFCC o el reactivo de CK de 2 viales FCC de Thermo Scientific. Si el cambio en
la absorbancia es mayor de 0,55 AU/min, repita el ensayo con suero diluido. No
obstante, resulta critica la fraccion volumétrica del suero en el sistema de reaccién
de CK. Los cambios de la fraccién volumétrica, como los que ocurrirdn durante la
dilucion previa de la muestra, no provocan cambios en la velocidad de reaccion. Si
es necesaria la dilucién, se recomiendan 150 mmol/L de NaCl. Con una dilucién
de 1:2, se puede esperar un aumento aparente del nivel de CK como maximo del
10%.5¢ Alternativamente, para la dilucién se puede utilizar una mezcla de suero libre
de CK. El suero libre del CK se puede producir calentando suero a 56 °C durante dos
horas.

3. Los resultados validos dependen de un instrumento calibrado con precisién, de la
distribucién, y del control de la temperatura.

4.  El coeficiente de absorciéon milimolar para el NADH a 334 nm = 6,18 y a
365 nm = 3,40.

5. Conversion de unidades: U/L x 16,67 x 10 = pkat/L

CALIBRACION
No requerida. La velocidad de reaccion se convierte a U/L de actividad por medio de un
factor de célculo. Consulte la seccién de calibracién de este folleto.

CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar un control de calidad adecuado, se deberian introducir controles normales

y anormales con valores ensayados como muestras desconocidas:-

. Al menos una vez al dia o segun lo establecido por el laboratorio.

. Cuando se use una nueva botella de reactivo.

. Después de realizar un mantenimiento preventivo o de sustituir un componente
critico.

Los resultados de control que caen fuera de los limites superior o inferior de los intervalos

establecidos indican que el ensayo puede estar fuera de control.

En tales situaciones se recomiendan las siguientes acciones correctoras:

. Repetir los mismos controles.

. Si los controles repetidos estan fuera de los limites, preparar suero de control fresco
y repetir la prueba.

. Si los resultados del material de control fresco aiin permanecen fuera de los limites,
repita la prueba con reactivo fresco.

. Si los resultados aun estan fuera de control, contacte con el Servicio Técnico o con
su distribuidor local.

LIMITACIONES

1. Se llevaron a cabo estudios para determinar el nivel de interferencia debida a la
hemoglobina, bilirrubina y lipemia en un sistema quimico clinico automatizado. Se
obtuvieron los siguientes resultados:

Hemoglobina: Se deben evitar las muestras hemolizadas con el fin de minimizar la
interferencia producida por la adenilato quinasa y por otros intermedios de reaccién
tales como el ATP y G-6-P.”

Bilirrubina: No se observa interferencia debida a bilirrubina hasta 340 pmol/L
(20 mg/dL).

Lipemia: No se observa interferencia debida a la lipemia, medida como triglicéridos,
hasta 2,4 mmol/L (210 mg/dL).

2.  CK-BB, en el caso de estar presente en el suero, constituye un factor interferente
potencial en este sistema de ensayo. Varios estudios han mostrado que CK-BB sélo
aparece en el suero en raras ocasiones.®

3.  Sehadescubierto que las isoenzimas atipicas de la CK también interfieren con este
sistema de ensayo. Una forma, complejo de CK-BB y inmunoglobulina G (Macro
CK tipo 1) se encuentra con mayor frecuencia en ancianas. La presencia de las CK
atipicas falsea en el valor del sistema de ensayo, dado que el patrén enzimatico
muestra un estado estacionario con el tiempo. En los casos en los que se sospeche
la presencia de un IMA, los valores de CK-MB aumentaran y volveran a los niveles
normales en 48 horas.®

4. Young DS ha publicado una amplia lista de medicamentos y sustancias que pueden
interferir con este ensayo.®
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VALORES ESPERADOS"'!
CK Total A37°C Hombres <200 U/L Mujeres <180 U/L
A 30°C Hombres <130 U/L Mujeres <113 U/L

CK-MB A37°C <25 U/L
A 30°C <16 U/L

% CK-MB  Una proporcién de CK-MB entre 6 y 25% es coherente con un Infarto de
Miocardio Agudo (véase la Limitacién 3).

Los valores indicados son representativos del intervalo esperado para este procedimiento
y Unicamente deberian servir como guia. Se recomienda que cada laboratorio verifique
este intervalo o derive un intervalo de referencia para la poblacién que atiende.

DATOS DE FUNCIONAMIENTO
Los siguientes datos se obtuvieron usando el reactivo de CK-MB en un analizador quimico
clinico automatizado.

IMPRECISION
La imprecisién se evalué usando dos niveles de controles comerciales y siguiendo el
procedimiento NCCLS EP5-T'2.

Intra analisis NIVEL | NIVEL Il :
Numero de puntos de datos 80 80
Media (U/L) 37 156
DD (U/L) 1,7 2,5
CV (%) 4,6 1,6
Entre dias NIVEL | NIVEL Il :
Numero de puntos de datos 80 80
Media (U/L) 37 156
DD (U/L) 13 33
CV (%) 3.4 2,1

COMPARACION DEL METODO

Los estudios de comparacion se llevaron a cabo usando un reactivo disponible
comercialmente similar como referencia. Se ensayaron las muestras de suero en paralelo
y los resultados se compararon mediante una regresiéon de minimos cuadrados. Se
obtuvieron las siguientes estadisticas:

NUmero de pares de muestras 66
Intervalo de los resultados de las muestras 4-227 UL
Media de los resultados 45 U/L
Media de los resultados del CK-MB 44 U/L
Pendiente 0,96
Ordenada en el origen 1,5 UL
Coeficiente de correlacién 0,999

RANGO DE DETERMINACION
Cuando se realiza segun las recomendaciones, el ensayo resulta lineal hasta 1000 U/L.

ESPECIFICIDAD

Los estudios de inhibicion llevados a cabo indican que el Reactivo de isoenzima CK-MB
inhibié de forma eficaz mas del 99% de toda la actividad de CK-MM en una muestra con
2000 U/L de CK-MM.

SENSIBILIDAD ANALITICA
Cuando se realiza segun las recomendaciones, la sensibilidad de este ensayo es de
0,15 AmA/min por U/L.
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Informacion de Pedidos

No de Catalogue [REAG] A] [REAG[B]
TR14314 20x 5mL 1x 100 mL

TL14301 (ILab 600) 20 x 20 mL 1 x400 mL




