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Creatine Kinase — MB

Phone: 734-487-8300; (800) 445-9853

(CK - MB) Reagent Set

Przeznaczenie
Do ilosciowego oznaczania kinazy kreatynowej-MB w surowicy do
procedur recznych i/lub automatycznych. Tylko Rx.

Opis i metodyka

Kinaza kreatynowa jest czasteczkq dimeryczng zlozong z podjednostek M
i B i wystepuje jako izoenzymy MM, MB i BB.! Podjednostki M i B roznig,
sie immunologicznie. CK-MM i CK-MB wystepuja gtéwnie odpowiednio w
migsniach szkieletowych i mie$niu sercowym, podczas gdy CK-BB
wystepuje gtéwnie w modzgu i tkankach sktadajacych sie z miesni
gtadkich.2

Po ostrym zawale mig$nia sercowego aktywno$¢ CK-MB znacznie wzrasta
i to zwiekszenie jest wysoce swoiste dla laboratoryjnego rozpoznania
zawalu miesnia sercowego.®* Chociaz catkowita aktywno$¢ CK zwykle
wzrasta po zawale mie$nia sercowego, u niektorych pacjentow wzrasta
tylko aktywnos$¢ CK-MB , podczas gdy catkowita CK pozostaje w normie.®
Ta metoda jest zoptymalizowanym testem UV zgodnie z DGKC
(Niemieckie Towarzystwo Chemii Klinicznej) i IFCC (Miedzynarodowa
Federacja Chemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej).

W tej procedurze aktywno$¢ CK mierzy sie w obecnosci przeciwciata
przeciwko monomerowi CK-M. Przeciwciato to catkowicie hamuje
aktywnos¢ CK-MM i potowe aktywnosci CK-MB, nie wplywajac
jednoczesnie na aktywno$¢ podjednostki B CK-MB i CK-BB. Ze wzgledu
na znikome stezenie CK-BB w krwioobiegu pozostata aktywno$¢
pomnozona przez wspétczynnik 2 odpowiada aktywnosci izoenzymu CK-
MB.

Odczynniki

CK-MB (Odczynnik R1)

Skiad:

Glukoza 20.0 mmollL
Octan magnezu 10.0 mmollL
EDTA 2.0 mmol/L
Heksokinaza 5.0 kUL
LDH 1.5 kUL
NAC 20.0 mmollL
NADP 2.0 mmol/L
Bufor imidazolowy 50.0 mmol/L

Przeciwciata monoklonalne (mysie) przeciwko
ludzkiemu CK-M, inhibiting capacity > 2000 U/L
CK-MB (R2 Reagent

Skfad:

ADP 10.0 mmollL
AMP 20.0 mmollL
Pieciofosforan diadenozyny 50.0 umol/L
Fosforan kreatyny 150.0 mmol/L
G6P-DH 20 kU/L
bufor imidazolowy 50.0 mmollL

Srodki ostrozno$ci:

Wytacznie do diagnostyki in vitro.

Nalezy przestrzega¢ zwyklych $rodkdéw ostroznosci obowigzujacych przy
obchodzeniu sig z odczynnikami laboratoryjnymi. Nie pipetowac ustami. Odczynniki
zawierajg azydek sodu, ktory moze by¢ toksyczny w przypadku potkniecia. Azydek
sodu moze rdwniez reagowaC z otowianymi i miedzianymi instalacjami
wodociggowymi, tworzac wysoce wybuchowe azydki metali. Aktualne informacje o
ryzyku, niebezpieczenstwie lub bezpieczenstwie znajdujq sie¢ w Karcie
Charakterystyki Substancji Niebezpiecznej. Zuzyte lub przeterminowane odczynniki
nalezy utylizowa¢ zgodnie z wymaganiami laboratorium i obowigzujacymi
przepisami.

Przygotowanie odczynnika: Odczynniki ptynne R1 i R2 sg dostarczane w
postaci gotowej do uzycia dla analizatoréw zdolnych do dozowania 2 oddzielnych
odczynnikéw. W przypadku analizatoréw, ktére nie umozliwiajg dozowania 2
odczynnikédw lub do uzytku recznego, nalezy przygotowa¢ odczynnik roboczy w
proporcji 4 czesci odczynnika R1 na 1 cze$¢ odczynnika R2 (tj. 24 ml odczynnika
R1i6 ml odczynnika R2).

Przechowywanie i trwato$¢ odczynnikdw: Odczynniki zachowujg stabilnosé
do daty waznosci podanej na odpowiednich etykietach, jesli sg prawidtowo
przechowywane w temperaturze 2-8°C i chronione przed $wiattem. Odczynniki R1 i
R2 powinny by¢ przezroczyste/bezbarwne. Wyrzucic, jesli wyglada na metny lub

zawiera czastki state. Po przygotowaniu i zabezpieczeniu przed $wiattem Odczynnik Roboczy
jest stabilny przez 2 tygodnie w temperaturze 2-8°C lub 24 godziny w temperaturze 15-30°C.

Pobieranie oraz przechowywanie probek

Wszystkie probki uzyte w tym teScie nalezy uzna¢ za potencjalnie zakazne.
Podczas obchodzenia si¢ z materiatami i ich usuwania w trakcie i po badaniu nalezy
stosowa¢ uniwersalne $rodki ostroznosci, jakie majg zastosowanie w danej
placéwce. Probkg z wyboru jest przezroczysta niehemolizowana surowica. Nie sg,
wymagane zadne specjalne dodatki ani konserwanty. O ile to mozliwe, prdbki
nalezy oddzieli¢ i podda¢ analizie w dniu pobrania. Surowice przechowywa¢ w
zamknietych probéwkach. Aktywno$¢ CK-MB w surowicy jest podobno stabilna
przez 4 tygodnie, gdy jest przechowywana w ciemnym miejscu w temperaturze -
20°C. Przechowywanie w innych temperaturach spowoduje utrate aktywnosci; po
24 godzinach w 2-8°C, < 10%; po jednej godzinie w 15-30°C, < 10%. Skrajnie
zhemolizowane probki nie nadajg sie do testu, poniewaz moga zawiera¢ wysoki
poziom kinazy adenylanowej, ATP i glukozo-6-fosforanu, ktére zakidcaja test i daja
fatszywe wyniki.

Substancje interferujace

Kwas askorbinowy do 30 mg/dL, poziom bilirubiny sprzezonej do 24 mg/dL, poziom
bilirubiny niezwigzanej do 30 mg/dL i poziom trojglicerydow do 1000 mg/dL nie
wykazujg zakidcen w tym tescie. Hemoglobina interferuje, nawet w minimalnych
stezeniach (25 mg/dl).8 Young i wsp. 6 dokonali przegladu wptywu lekéw na
poziomy CK-MB w surowicy. Opisana procedura moze zawyza¢ wartosci CK-MB,
jesli aktywno$¢ CK-BB w surowicy jest bardzo wysoka. Jednak aktywno$¢ CK-BB
jest zwykle nieobecna w surowicach zdrowych 0s6b i pacjentéw z zawatem migénia
sercowego.® Niektorzy badacze zaobserwowali makroforme BB (kompleks
immunoglobulin), ktéra mozna zmierzy¢ jako B w tym tescie.'0"12 Obecno$¢ makro
BB w probce nalezy podejrzewaé, jesli aktywnos¢ CK-B mierzona tg procedura
stanowi ponad 20% catkowitej aktywnosci CK.

Materiaty dostarczane
CK-MB oraz odczynniki R1i R2.

Materialy wymagane, niewchodzace w skfad produktu

Spektrofotometr zdolny do odczytu absorbancji przy dtugosci fali 340 nm i
1 cm drogi $wiatta, blok lub faznia o statej temperaturze, 37°C lub kuweta
z kontrolowang temperaturg. Doktadne urzadzenia do pipetowania,
probdwki, timer interwatowy.

Procedura (Automat)
Aplikacje dla analizatoréw automatycznych mozna uzyskac kontaktujac sie
z Dziatem Wsparcia Technicznego HORIBA Instruments Inc.

Procedura (Manualna)

1. Przed uzyciem nalezy pozwoli¢ odczynnikom i probkom osiagna¢ temperature
pokojowa.

2. Przygotuj odczynnik roboczy CK-MB zgodnie z instrukcjg (patrz rozdziat
Przygotowanie odczynnika).

3. Spektrofotometr zerowy przy 340 nm z wodg destylowana,

4. Dla kazdej probki i kontroli doda¢ 1,0 ml odczynnika roboczego do kuwety lub
probdwki i inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 4 minuty.

5. Dodac 40 pl surowicy do odpowiedniej probowki i delikatnie wymieszac.

6. Odczytaj i zapisz absorbancje po 5 minutach. Kontynuuj inkubacje w 37°C i
ponownie zapisz absorbancije po 6, 7, 8 i 9 minutach. Stawka powinna by¢ stata.

7. Okre$l $rednig absorbancje na minute (A/min), pomndz przez wspétczynnik
8360 (4180 x 2), aby uzyska¢ wyniki w U/L.

NOTE: Jesli temperatura kuwety nie jest kontrolowana, inkubuj probki w temperaturze

37°C miedzy odczytami.

Kalibracja

Kalibracja nie jest wymagana. Jesli kalibracja jest wymagana przez
producenta przyrzadu, postepuj zgodnie z wytycznymi dotyczacymi
kalibracii, aby skalibrowa¢ analizator.

Kontrola jakosci

Firma HORIBA Medical zaleca stosowanie dostepnych na rynku kontroli z
wartosciami CK-MB oznaczanymi tq metodq w celu weryfikacji doktadnosci i
precyzji. Kontrole zawierajace frakcje CK-MB pochodzenia innego niz ludzkie nie
nadajq sig do zastosowania w tym te$cie ze wzgledu na przeciwciato monoklonalne
uzyte w odczynniku. Stosowa¢ kontrole zawierajace wylacznie ludzki CK-MB.
Aktywnos$¢ CK-MB oznaczona w tych materiatach tg procedura powinna miescic sie
w zakresach dla kontroli. Kazdego dnia badania nalezy analizowa¢ dwa poziomy
(normalny/nienormalny) kontroli.
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Wyniki
Aktywnos¢ CK-B: WartoSci s wyprowadzane na podstawie
mikromolowego wspodtczynnika ekstynkcji absorpcji NADP przy 340 nm
(0,00622). Jednostka na litr (U/l) aktywnosci CK-B to iloS¢ enzymu, ktora
utlenia jeden pmol/l NADP na minute.
CK-B aktywno$¢ U/L = AA/Min x Obj. catkowita (mL)
Absorpcja Obj. probki (mL)
CK-B aktywnos¢ UL = AA/Min x 1.040
0.00622  0.040
CK-B aktywnos¢ UL = AAMiIn  x 4180
CK-MB aktywnos$¢ (U/L) = CK-B aktywnos¢ (U/L) x 2

% CK-MB aktywno$¢ = CK-MB aktywno$¢ (U/L) x 100
Catkowita aktywno$¢ CK (UIL)

Ograniczenia

Jezeli AA/min. jest wigksza niz 0,345, rozcienczy¢ 1 czes¢ probki 9
czesciami soli fizjologicznej i powtorzy¢ badanie. Wynik nalezy
pomnozy¢ przez 10. Przy tej procedurze nie ustalono wartosci CK u
noworodkow.

Wartosci oczekiwane 7

<24 U/L (37°C); Aktywno$¢ CK-MB wynosi od 6 do 25% catkowitej
aktywnosci CK. Ten zakres powinien stuzy¢ jedynie jako wskazowka.
Zaleca sie, aby kazde laboratorium ustalito swoj wiasny zakres
oczekiwanych warto$ci, poniewaz istniejg réznice migdzy instrumentami,
laboratoriami i lokalnymi populacjami.

Wydajnosé?

Poréwnanie: Grupe 90 surowic zbadano opisang metodg CK-MB i
podobnym dostepnym w handlu odczynnikiem CK-MB.

Poréwnanie wynikéw dato wspdtczynnik korelacji 1,00, a réwnanie regresji
byto réwne y = 1,00x + 2,08. Badania poréwnawcze przeprowadzono
zgodnie z tymczasowymi wytycznymi NCCLS, EP9-T.

Doktadnosé: Precyzje wewnafrzseryjng ustalono w 20 testach na trzech
réznych poziomach komercyjnych kontroli. Catkowite wartosci precyzji
uzyskano przez oznaczanie 3 komercyjnych kontroli przez 5 kolejnych
dni.

W serii
Serum1 Serum?2 Serum3
Srednia CK-MB (U/L) 26.7 46.6 106

sD 0.70 0.85 1.03
CV (%) 26 18 1.0
Catkowita

Serum1 Serum2 Serum3
Srednia CK-MB (ULL) 282 52.7 109
SD 1.05 1.66 2.32
CV (%) 3.7 32 241
Badania precyzji przeprowadzono zgodnie z tymczasowymi
wytycznymi NCCLS, EP5-T.

Liniowos¢: Liniowo$¢ do 175 U/L w 37°C. Wykonano zgodnie z
wytycznymi NCCLS EP6-P.

Czutos¢: W oparciu o rozdzielczos¢ instrumentu A=0,001,
przedstawiona metoda wykazuje czuto$¢ 2,0 U/L.
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Certyfikacja

Odczynniki Pointe sg certyfikowane do produkcji zgodnie z okreslonymi
parametrami. Kazdy odczynnik Pointe, ktéry nie spetnia specyfikacji w
podanym terminie wazno$ci, zostanie natychmiast i bezptatnie wymieniony.
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