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Conjunto de reactivos

I N T E (CK — MB) Creatina quinasa

Pointe HORIBA

HORIBA Instruments Incorporated

5449 Research Drive, Canton, Ml 48188
Teléfono: 734-487-8300; (800) 445-9853

Medica

Uso previsto
Para la determinacion cuantitativa de creatina quinasa-MB en suero para
procedimientos manuales y/o automatizados. Rx Only.

Resumen y principio

La creatina quinasa son moléculas diméricas compuestas por subunidades My B y existen
como isoenzimas MM, MB y BB." Las subunidades My B son inmunolégicamente distintas.
La CK-MM yla CK-MB se distribuyen, principalmente, en el misculo esqueléticoy el misculo
cardiaco, respectivamente, mientras que la CK-BB esta presente, principalmente, en el
cerebro y en los tejidos compuestos por musculo liso.2

Después de un infarto agudo de miocardio, la actividad de CK-MB aumenta significativamente
y esta elevacion es altamente especifica para el diagndstico de laboratorio de infarto de
miocardio.3* Aunque la actividad de CK total generalmente aumenta después de un infarto
de miocardio, en algunos pacientes solo aumenta la actividad de CK-MB, mientras que la CK
total se mantiene en un rango normal.5

Este método es una prueba UV optimizada segin la DGKC (Sociedad alemana de Quimica
Clinica) y la IFCC (Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio).
En este procedimiento, la actividad de CK se mide en presencia de un anticuerpo contra el
monémero de CK-M. Este anticuerpo inhibe completamente la actividad de CK-MMy la mitad
de la actividad de CK-MB, sin afectar a la actividad de la subunidad B de CK-MB y CK-BB.
Debido a las concentraciones no significativas de CK-BB en la circulacion, la actividad
restante, multiplicada por un factor de 2, representa la actividad de la isoenzima CK-MB.

Reactivos

CK- MB (Reactivo R1

Composicion:

Glucosa 20,0 mmollL

Acetato de magnesio 10,0 mmollL

EDTA 2,0 mmollL

Hexoquinasa 50kUL

LDH 1,5kUIL

NAC 20,0 mmollL

NADP 2,0 mmollL

Disolucién amortiguadora de imidazol 50,0 mmollL

Anticuerpos monoclonales (ratén) contra humanos

CK-M, capacidad inhibidora >2000 UL

CK- MB (Reactivo R2)

Composicion:

ADP 10,0 mmollL

AVP 20,0 mmollL

Pentafosfato de diadenosina 50,0 umollL

Fosfato de creatina 150,0 mmollL G6P-DH
20kulL

Disolucion amortiguadora de imidazol 50,0 mmollL

Precauciones:

Para diagnéstico in vitro

Deben respetarse las precauciones normales para la manipulacion de reactivos de laboratorio. No pipetee
con la boca. Los reactivos contienen azida sodica que puede ser toxica si se ingiere. La azida sodica
también puede reaccionar con las tuberias de plomo y cobre, formando azidas metélicas altamente
explosivas. Véase la ficha de datos de seguridad del material para obtener informacion actualizada sobre
los riesgos, los peligros o la seguridad. Deseche los reactivos usados o caducados segun los requisitos
gubemamentales y de su laboratorio.

Preparacion de los reactivos: Los reactivos liquidos R1 y R2 se suministran listos para usar en
analizadores capaces de dispensar 2 reactivos separados. Para los analizadores que no pueden
dispensar 2 reactivos o para uso manual, prepare un reactivo de trabajo en una proporcion de 4 partes de
reactivo R1 por 1 parte de reactivo R2 (es decir, 24 mL de reactivo R1y 6 mL de reactivo R2).

Almacenamiento y estabilidad de los reactivos: Los reactivos son estables hasta la fecha de
caducidad que figura en sus respectivas efiquetas, cuando se almacenan correctamente a una
temperatura de 2-8°C y se protegen de la luz. Tanto el reactivo R1 como el R2 deben ser
limpidos/incoloros. Deseche si estén turbios o contienen particulas. Una vez preparado y protegido de la
luz, el reactivo de trabajo es estable durante 2 semanas a una temperatura de 2-8°C 0 24 horas a 15-
30°C.
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Extraccion y almacenamiento de muestras

Todas las muestras utiizadas en esta prueba deben considerarse potencialmente infecciosas. Se deben
aplicar las precauciones universales aplicables a su instalacion para la manipulacion y eliminacion de
materiales durante y después de la prueba. La muestra de eleccion es el suero claro no hemolizado. No
se requieren aditivos ni conservantes especiales. Siempre que sea posible, las muestras deben separarse
y analizarse el dia de su extraccion. Guarde el suero en tubos tapados. Segin se informa, la actividad de
CK-MB en suero es estable durante 4 semanas, cuando se almacena en una zona oscura a una
temperatura de -20°C. Almacenar a ofras temperaturas provocara una pérdida de actividad; después de
24 horas a 2-8°C, < 10%; después de una hora a 15-30°C, < 10%. Las muestras extremadamente
hemoalizadas no son adecuadas para la prueba, ya que pueden contener altos niveles de adenilato
quinasa, ATP y glucosa-6-fosfato, que interfieren con el ensayo y producen falsos resultados.

Sustancias interferentes

El cido ascorbico hasta 30 mg/dL, los niveles de bilimubina conjugada hasta 24 mgfdL, los niveles de
bilimubina no conjugada hasta 30 mg/dL y los niveles de friglicéridos hasta 1000 mg/dL no muestran
interferencias en esta prueba. La hemoglobina interfiere, incluso en concentraciones minimas (25 mgfdL).8
Young et alf revisaron los efectos de los farmacos sobre los niveles séricos de CK-MB. El procedimiento
descrito puede sobrestimar los valores de CK-MB si la actividad de CK-BB en el suero es muy alta. Sin
embargo, en general, hay ausencia de actividad de CK-BB en los sueros de indviduos normales y
pacientes con infarto de miocardio.® Algunos investigadores observaron una forma macro de BB (complejo
de inmunoglobulina), que puede medirse como B en este ensayo.™'12 Debe sospecharse la presencia
de macro BB en la muestra si la actividad de CK-B medida por este procedimiento representa més del
20% de la actividad total de CK.

Materiales suministrados
Reactivos R1y R2 de CK-MB

Material necesario no suministrado

Espectrofotometro capaz de leer la absorbancia a 340 nm y paso de luz de 1 cm, Blogue de
temperatura o bafio constante, 37°C, o cubeta de temperatura controlada Dispositivos de
pipeteo precisos, tubos de ensayo, cronémetro de intervalo

Procedimiento automatizado
Las aplicaciones para analizadores automaticos estan disponibles, poniéndose en contacto
con el departamento de Soporte Técnico de HORIBA Instruments Inc.

Procedimiento manual

1. Deje que los reactivos y las muestras alcancen la temperatura ambiente antes de su uso.

2. Prepare el reactivo de trabajo CK-MB segun las instrucciones (véase la seccion Preparacion del
reactivo).

3. Espectrofotémetro de cero a 340 nm con agua destiada.

4. Para cadamuestray control, afiada 1,0 mL de reactivo de trabajo ala cubeta o tubo de ensayo e
incube a 37°C durante 4 minutos.

5. Afiada 40 L de suero a su respectivo tubo y mezcle suavemente.

6. Leay registre la absorbancia a los 5 minutos. Continde incubando a 37°C y registre nuevamente la

absorbancia a los 6, 7, 8 y 9 minutos. La tasa debe ser constante.
7. Determine la absorbancia promedio por minuto (1A/min), multipliquela por el factor 8360 (4180 x 2)
para obtener resultados en UIL.
NOTA: Si la cubeta no tiene control de temperatura, incube las muestras a 37°C entre lecturas.

Calibracion
No se requiere calibracion. Si el fabricante del instrumento requiere calibracion, siga las
pautas de calibracion para calibrar su analizador.

Control de calidad

HORIBA Medical recomienda el uso de controles disponibles en el mercado con valores de CK-MB
analizados mediante este método para verificar la exactitud y la precision. Los controles que contienen
fracciones de CK-MB no humanas no son adecuados para esta prueba debido al anticuerpo monoclonal
que se usa en el reactivo. Utlice controles que contengan exclusivamente CK-MB humana. La actividad
de CK-MB determinada en estos materiales mediante este procedimiento debe estar dentro de los rangos
de los controles. Cada dia de prueba, se deben analizar dos niveles (normallanormal) de controles.
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Resultados
Actividad CK-B: Los valores se obtienen en funcion del coeficiente de extincion micromolar
de absorbencia del NADP a 340 nm (0,00622). Una unidad por litro (U/L) de actividad de CK-
B esla cantidad de enzima que oxida un umol/L de NADP por minuto.
Actividad CK-B UL = AA/Min x Volumen total (mL)
Absortividad Volumen de muestra (mL)
Actividad CKBUL = AAMin x 1,040
0,00622 0,040
Actividad CKBUL = AAMin x4180
Actividad CK-MB (ULL) = Actividad CK-B (UIL) x 2

% Actvidad CK-MB = Actividad CK-MB (ULL) x 100
Actvidad total CK (UL)

Limitaciones

Siel AAImin. es superior a 0,345, diluya 1 parte de muestra con 9 partes de solucion salina
y vuelva a analizar. Multiplique los resultados por 10. Los valores de CK para pacientes
neonatales no se han establecido con este procedimiento.

Valores esperados’

<24 UIL (37°C); La actividad de CK-MB esté entre el 6 y el 25% de la actividad total de CK.
Este rango debe servir solo como una guia. Se recomienda que cada laboratorio establezca
su propio rango de valores esperados, ya que existen diferencias entre instrumentos,
laboratorios y poblaciones locales.

Caracteristicas de rendimiento®

Comparacion: Se analizé un grupo de 90 sueros mediante el método CK-MB descrito y
mediante un reactivo CK-MB similar disponible en el mercado. La comparacion de los
resultados mostré un coeficiente de correlacion de 1,00 y la ecuacion de regresion fue y =
1,00x +2,08. Los estudios de comparacion se realizaron de conformidad con la directriz
provisional EP9-T del NCCLS.

Precision: La precision intraserial se establecid mediante 20 ensayos en fres niveles

diferentes de controles comerciales. Los valores de precision total se obtuvieron, analizando
3 controles comerciales durante 5 dias consecutivos.
Intraserial
Suero 1 Suero2  Suero3
CK-MB Media (UIL) 26,7 46,6 106
Desviacion Desviacion 0,70 0,35 1,03
CV (%) 26 18 10
Precision total
Suero 1 Suero2  Suero3
CK-MB Media (UL) 282 52,7 109
Desviacion Desviacion 1,05 1,66 2,32
CV (%) 37 32 2,1

Los estudios de precision se realizaron de conformidad con la directriz provisional de
NCCLS, EP5-T.

Linealidad: Lineal a 175 U/L a 37°C. Realizado de acuerdo con la directriz EP6-P
del NCCLS.

Sensibilidad: Basado en una resolucion del instrumento de A=0,001, el método
presentado muestra una sensibilidad de 2,0 UIL.
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Tel.: (+32)2.732.59.54 Fax:(+32)2.732.60.03
e-mail: mail@obelis.net

Certificado para emplear reactivos

Los reactivos Pointe estan certificados para ser fabricados de acuerdo con los parametros
especificados. Cualquier producto de reactivo Pointe que no cumpla con las especificaciones
hasta la fecha de vencimiento indicada se reparara de inmediato sin cargo.
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