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Reagente de diagnéstico para a determinacao quantitativa in-vitro da

CK-MB no soro por colorimetria.

Instrucoes do teste

Soro: CKMB (nao se destina aos EUA)

1.xx

Utilizacao (nao se destina aos EUA)

O reagente de diagnostico ABX Pentra CK-MB RTU
destina-se a determinacdo quantitativa in vitro da
albumina de CKMB no soro por colorimetria. As
medigcbes de Creatina Quinase sao utilizadas no
diagnéstico e tratamento do enfarte do miocardio e
doengcas  musculares, como distrofia  muscular
progressiva do tipo Duchenne.

Interesse clinico (1, 2)

A creatinina quinase (CK) € uma enzima composta por
isoenzimas principalmente do musculo (CK-M) e do
cérebro (CK-B). A CK existe no soro na forma dimérica
como CK-MM, CK-MB, CK-BB e como macroenzima.
Observam-se valores elevados de CK quando ha lesées
do mdusculo cardiaco e nas doengas do musculo
esquelético. A medicdo de CK é utilizada em particular
juntamente com a CK-MB no diagnéstico e monitorizagao
do enfarte do miocardio.

A utilizagdo de CK-MB para medir a lesdo do musculo
cardiaco tem sido utilizada ha décadas e tem sido
progressivamente substituida pela utilizagdo de troponina
como o padréo de qualidade. No entanto, nalguns paises,
sobretudo nos paises em desenvolvimento, onde os
testes de troponina ndo estdo disponiveis devido a
questdes de custos, a CK MB continua a ser o principal
indicador das lesées dos musculos.

Nestes paises, ndo é recomendado determinar a CK-MB
através de medicOes de atividade se a técnica de ensaio
da massa estiver disponivel.

Método 2

Historico: o método para determinacdo da atividade da
creatina quinase (CK) usando reagdes enzimaticas
acopladas foi inicialmente descrito por Oliver (3) e de
seguida modificado por Rosalky (4).

A Sociedade Alema de Quimica Clinica (DGKC) (5) e a
Federacdo Internacional de Quimica Clinica (IFCC) (6)
padronizaram o método, recomendando assim a
reversibilidade da oxidagao da CK e a ativagdo desta, por
N-acetilcisteina (NAC). A IFCC confirmou este facto e
estendeu o método a 37°C em 2002 (7), que € o método
utilizado aqui.

Teste UV otimizado, de acordo com a DGKC e com a
IFCC da CK, com inibicdo de isoenzimas CK-M por
anticorpos monoclonal (5, 8).

A CK-MB é composta pelas subunidades CK-M e CK-B.
Os anticorpos especificos da CK-M inibem a atividade
completa da CK-MM (parte principal da atividade total da
CK) e a subunidade CK-M da CK-MB. Apenas é medida a
atividade da CK-B, que é metade da atividade da CK-MB.

CK
Fosfato de creatinina + ADP 4—W®  Creatina + ATP
HK
Glicose + ATP  4—P  Glicose-6-fosfato + ADP
G6P-DH
Glicose-6-fosfato + NADP+  4—P> 6-fosfogluconolactona + NADPH + H*

aModificacdo: informagao adicionada.
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Reagentes

ABX Pentra CK-MB RTU esta pronto a utilizar.

Reagente 1:

Imidazola 120 mmol/L
Glicose 25 mmol/L
N-Acetilcisteina (NAC) 25 mmol/L
Acetato de magnésio 12,5 mmol/L
EDTA-Na, 2 mmol/L
NADP 2,5 mmol/L
Hexoquinase (HK) > 5 kU/L

Anticorpos monoclonais em relagdo a CK-M 2500 U/L
humana, capacidade inibidora

Reagente 2:

Imidazola 90 mmol/L
Creatinina fosfato 150 mmol/L
ADP 10 mmol/L
AMP 28 mmol/L
Diadenosina pentafosfato 50 pmol/L

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6P-DH) > 15 kU/L
Estabilizadores

ABX Pentra CK-MB RTU deve ser utilizado de acordo
com esta nota informativa. O fabricante ndo se
responsabiliza pelo seu desempenho caso seja utilizado
de outro modo.

Preparacao P

1. Transfira o volume necessario do reagente R1 para um
dia de actividade num frasco de reagente de 15, 10 ou
4 mL.

2. Transfira o volume necessario do reagente R2 para um

dia de a tividade num frasco de reagente de 10 ou 4
mL.
Os reagentes 1 e 2 devem ser colocados no mesmo
sector do suporte de reagentes A, B ou C (ver o
diagrama que se segue, o sector A € tomado como um
exemplo).

3. Coloque o reagente R1 na posicdo 1 de um sector

disponivel.

Utilize uma das seguintes op¢des:

m um frasco de reagente de 15 mL

m um frasco de reagente de 10 mL + um adaptador
especifico

m um frasco de reagente de 4 mL + um adaptador
especifico

4. Coloque o reagente R2 na posi¢ao 2 do mesmo sector
seleccionado.
Utilize uma das seguintes opcdes:
m um frasco de reagente de 10 mL + um adaptador
especifico
m um frasco de reagente de 4 mL + um adaptador
especifico

5. Em caso de formagdo de espuma, retire-a com uma
pipeta de plastico.

6. Coloque o suporte de reagentes no compartimento de
refrigeracdo de reagentes Pentra C400.

Nota importante: Elimine o reagente que sobrar ao final
do dia.

Preparacao na cassete

1. Identifique a cassete, usando os adesivos de cada
reagente, com cédigo de barras (601).

2. Transfira o reagente R1 para o compartimento 1
(capacidade de 30 mL) da cassete 30/10 fornecida (ver
o diagrama que se segue).

bModificagdo: recomendacéo adicionada.
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3. Transfira o reagente R2 para o compartimento 2
(capacidade de 10 mL) da cassete 30/10 fornecida (ver
o diagrama que se segue).

2 1

4. Em caso de formagao de espuma, retire-a com uma
pipeta de plastico.

5. Coloque a cassete de reagentes numa posicao que
esteja livre no tabuleiro de reagentes do
compartimento refrigerado do Pentra C400.

Calibrador

N&o aplicavel: reaction mode.

Controlo ¢

Para controlo de qualidade interno, utilize:

m ABX Pentra N MultiControl (1300054414) (ndo
incluido)
10 x 5 mL (liofilizado)

m ABX Pentra P MultiControl (1300054415) (ndo
incluido)
10 x 5 mL (liofilizado)

Cada controlo deve ser analisado diariamente e/ou apos
a calibracéo.

A frequéncia dos controlos e os intervalos de confianga
devem estar de acordo com as normas laboratoriais e
com as diretivas especificas de cada pais. Deve cumprir
as diretrizes federais, estaduais e locais relativamente ao
teste de controlo de qualidade dos materiais. Os
resultados devem ficar dentro do intervalo dos limites de
confianga definidos. Cada laboratério deve estabelecer o
procedimento a seguir se os resultados excederem esses
limites de confianca.

Materiais necessarios mas nao fornecidos €

m Analisador automatico de quimica clinica: Pentra C400
m Controlos:

ABX Pentra N MultiControl (1300054414)

ABX Pentra P MultiControl (1300054415)

m Equipamento standard de laboratério.

Amostra 9

A populagéo de testes pretendida para este dispositivo é
a populacao geral.

m Soro.

Estabilidade (9)

m A 20-25°C: 2 dias
m A 4-8°C: 1 semana
m A-20°C: 4 semanas

Intervalo de referéncia 2 (1)

Cada laboratério deve estabelecer os seus préprios
intervalos de referéncia. Os valores aqui fornecidos sdo
utilizados apenas como linhas de orientacéo.

<24 U/L (37°C).

Sensibilidade e especificidade clinicas, valores preditivos
positivo e negativo ndo sdo comumente relatados para
este analito. Isto é amplamente atribuido ao facto de que
este analito ndo é o Unico indicador para o propdsito
pretendido e para a tomada de decisbes de tratamento
do paciente. Para se chegar a um diagndstico e a um
curso de tratamento, os resultados de outros testes
clinicos quimicos de rotina devem ser utilizados em
conjunto com outras informagdes de diagndstico alm da
avaliacdo do estado do paciente pelo profissional de
salde que o assiste.

Armazenamento e Estabilidade

Estabilidade antes da abertura:

Estavel até a data de vencimento marcada na etiqueta, se
armazenado a 2-8°C. Armazenar ao abrigo da luz.
Estabilidade apés abertura:

Estavel até a data de validade no rétulo se for
armazenado a 2-8°C, fechado imediatamente e for
evitada a contaminagdo. Armazenar ao abrigo da luz.

Nao congelar.

°Modificag@o: controlo removido.
dModificago: alteragdo da estabilidade da amostra.
aModificacdo: informagao adicionada.
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Gestao de residuos

E favor consultar os requisitos da legislacao local.

Este reagente contém menos de 0,1% de azida sodica
como conservante. A azida sodica pode reagir com o
chumbo e o cobre, formando azidas de metal
explosivas.

Precaugoes gerais ©

Este reagente destina-se apenas a diagnéstico in vitro
profissional.

Para utilizagdo laboratorial.

Sujeito a prescrigéo.

Este reagente é classificado como perigoso de acordo
com a regulamentacao (EC) N°.1272/2008.

Reagente 1 e 2 (R1 e R2):

Aviso: Este reagente é obtido a partir de substancias
de origem animal. Consequentemente, deve ser
tratado como potencialmente infeccioso e manuseado
com a devida cautela, de acordo com as boas praticas
laboratoriais (10).

Reagente 1 (R1):

Perigo

H360D: Pode afectar o nascituro.

P201: Pedir instrucdes especificas antes da utilizag&o.
P202: Nao manuseie o produto antes de ter lido e
percebido todas as precaugdes de seguranca.

P280: Usar Iluvas de proteccdo/vestuario de
proteccéo/protecgéo ocular/proteccédo facial.

P308 + P313: EM CASO DE exposi¢édo ou suspeita de
exposicado: Consulte ummédico.

P405: Armazenar em local fechado a chave.

P501: Descartar o conteldo e os recipientes de
acordo com todas as regulamentagdes locais,
regionais, nacionais e internacionais.

Contém: Imidazol

m Reagente 2 (R2):
Perigo
H360D: Pode afectar o nascituro.
P201: Pedir instrugdes especificas antes da utilizagao.
P202: Nao manuseie o produto antes de ter lido e
percebido todas as precaucgées de seguranca.
P280: Usar Iluvas de proteccdo/vestuario de
proteccao/protecgao ocular/proteccgao facial.
P308 + P313: EM CASO DE exposigéo ou suspeita de
exposi¢do: Consulte ummédico.
P405: Armazenar em local fechado a chave.
P501: Descartar o conteldo e os recipientes de
acordo com todas as regulamentagdes locais,
regionais, nacionais e internacionais.
Contém: Imidazol

m N&o engolir. Evitar o contacto com a pele e com as
membranas mucosas.

m Cumpra as normas preventivas de laboratério relativas
a utilizacgao.

m Os frascos de reagente sdo descartaveis e devem ser
eliminados de acordo com os requisitos da legislacédo
local.

m Consulte a MSDS (folha de dados de seguranca do
material) relacionada com o reagente.

m Nao utilizar o produto se houver evidéncia visivel de
deterioragéo biolégica, quimica ou fisica.

m Ndo utilize o produto se as condigdes de
armazenamento recomendadas, incluindo a
temperatura, nao forem respeitadas.

m O utilizador deve ser treinado por um representante da
HORIBA Medical antes de utilizar o dispositivo.

m E da responsabilidade do utilizador verificar se este
documento se aplica ao reagente utilizado.

m Para obter assisténcia técnica, ligue para o numero
+33 (0)4 67 14 15 16.

m Qualquer incidente grave resultante da utilizacdo do
dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e a
autoridade competente do pais onde o utilizador e/ou
0 paciente sao residentes.

Desempenho do Pentra C400

Variabilidade de lote para lote f

A recuperacdo de amostras (soro) feita durante a
libertagdo do CQ de trés lotes consecutivos de reagente
mostra que a variabilidade de lote para lote esta dentro
das especificagoes.

eModificagdo: modificagdo das precaucdes gerais.
fModificag&o: capitulo adicionado.
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Soro

Os dados de desempenho enunciados em seguida
representam o] desempenho nos sistemas
HORIBA Medical.

Numero de testes: aproximadamente 125 testes

Estabilidade dos reagentes no sistema ¢

Utilize reagente fresco todos os dias. Depois de utilizar o
reagente, elimine o que sobrar.

Volume da amostra: 8 plL/teste

Limite de quantitacao "
O limite de quantitagcdo é determinado de acordo com o
protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A2 (11) e é igual a 8 U/L.

Exatidao e Precisao

Repetibilidade (precisdo no mesmo ciclo)

A repetibilidade ¢é determinada de acordo com as
recomendacgoes incluidas no protocolo Valtec (12) com
amostras testadas 20 vezes:

= 1 controlo
m 3 amostras (niveis baixo / médio / elevado)

Valor médio U/L CV %
Amostra de controlo 35,43 1,35
Amostra 1 53,89 1,02
Amostra 2 135,81 0,69
Amostra 3 234,42 0,39

Reprodutibilidade (precisao total)

A reprodutibilidade é determinada de acordo com as
recomendagdes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EP5-A2 (13) com amostras testadas em duplicado
durante 20 dias (2 séries por dia):

m 1 controlo
m 3 amostras (niveis baixo / médio / elevado)

Valor médio U/L CV %
Amostra de controlo 34,9 2,77
Amostra 1 541 1,90
Amostra 2 138,3 1,94
Amostra 3 236,6 1,42

Intervalo de medicao

O ensaio confirmou uma gama de medicdo de 8 U/L a
300,00 U/L.

A linearidade do reagente foi avaliada até 300,00 U/L, de
acordo com as recomendacbOes do protocolo CLSI
(NCCLS), EPO6 - Ed2 (14).

Correlagéo i

Amostras de paciente: Soro

Numero de amostras de paciente: 40

As amostras estdo correlacionadas com um reagente
comercial tomado como referéncia de acordo com as
recomendacdes do protocolo CLSI (NCCLS), Ep09c (15).
Intervalo de valores de 14,25 U/L a 245,87 U/L.

A equacdo da linha alométrica obtida por meio do
procedimento de regresséo Passing-Bablok (16) é:

Y =0,9413 X + 2,676 (U/L)

com um coeficiente de correlacio r2 = 0,996.

Interferéncias k

Hemoglobina: N&o utilizar amostras hemolisadas.

Triglicéridos: Nao se observa influéncia
significativa até uma concentragédo
de triglicéridos de 4,40 mmol/L
(385 mg/dL).

Bilirrubina total: ~ N&o se observa influéncia
significativa até 500  pmol/L
(29,3 mg/dL).

Bilirrubina Nao se observa influéncia

directa: significativa até 375 pmol/L
(21,9 mg/dL).

A presenca de sulfasalazina ou sulfapiridina na amostra

pode causar resultados falsos.

Outras interferéncias:

m Aisoenzima CK-MM é 99% inibida (estudo interno).

m Uma vez que a metodologia utilizada mede a atividade
do monémero CKB, poderia ocorrer uma estimativa
por excesso da atividade da CK-MB em caso de (17,
18, 19, 20):

- atividade elevada da CK-BB
- macroforma de CK-BB (CK-BB ligada a IgG e ao
complexo polimérico da CK mitocondrial)

Outros limites sdo fornecidos por Young através de uma
lista de medicamentos e variaveis pré-analiticas
conhecidas que afectam esta metodologia (21, 22).

9Modificagédo: modificagcdo da estabilidade dos reagentes no equipamento.

hModificag&o: dados adicionados.

iModificacéo: alteracdo do intervalo de medigao.
IModificagao: alteragdo da correlagéo.
kModificago: alteracéo de interferéncias.
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Estabilidade de calibracao

O reagente é calibrado no Dia 0. A estabilidade de
calibragdo é verificada testando 1 amostra de controlo.

A estabilidade da calibracéo é de 10 dias.

Nota: Recomenda-se uma recalibragdo quando os lotes
de reagente mudam e quando os resultados do controlo

de

qualidade ficam fora do intervalo de valores

estabelecido.
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