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CK-MB CINÉTICO
PRINCÍPIO DE AÇÃO

O processo envolve a medida da atividade de CK na presença de um anticorpo contra a fração M. Este anticorpo inibe completamente a atividade do CK-MM e a fração M do CK-MB, sem entretanto afetar a atividade da subunidade B do CK-MB e do CK-BB. Desta forma apenas a atividade de CK-B é determinada pela dosagem de CK. A atividade de CK-MB é então obtida multiplicando a atividade de CK-B por dois.
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CK – Creatina Quinase

HK- Hexokinase

G-6-PDH- Glicose- 6-fosfato-desidrogense
A velocidade da redução do NADP+ a NADPH é proporcional à atividade do CK na amostra.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A dosagem do CKMB no soro é empregada principalmente para avaliar danos no miocárdio (Infarto do Miocárdio e Miocardites). 
AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro ou plasma colhido com heparina ou EDTA.. 

Estabilidade e armazenamento da amostra

A amostra de soro ou plasma é estável por 24 horas entre 15 e 30 ºC e 7 dias entre 2-8 (C. 

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras hemolisadas e nem com sinais de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

CK-MB Cinético

CATÁLOGO: K069

ANVISA: 10269360073
QUIBASA QUÍMICA BÁSICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999

e-mail: bioclin@bioclin.com.br
site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Indústria Brasileira

Componentes do kit

Número 1 - 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

Número 2 - Tampão - conservar entre 2 e 8C. Contém:

Acetato 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-acetilcisteína ..........................................20 mmol/L

Anticorpo policlonal Anti CK-M suficiente para inibir até 2.000 U/L de CK-MM.
Preparo do Reagente de Trabalho

Misturar 4 partes do reagente nº 2 com 1 parte do reagente nº 1. Estável durante 2 dias nas temperaturas de 15 a 30º C e 15 dias de 2 a 8º C.

Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS E PRECAUÇÕES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

3 - A água utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam água alcalina, íons diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

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

6 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo- se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente.

EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro 

· Leitura: Comprimento de onda 340 nm 

· Cubeta termostatizada a 37 ºC, 30 ºC ou 25 ºC caminho óptico de 1 cm
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
Procedimento Técnico Automatizado

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Inserir o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

Condições de reação: é condição indispensável o uso de cubeta termostatizada a 37º, 30º ou 25º C caminho óptico de 1cm e leitura em 340 nm.

	Reagente de Trabalho
	1,0 mL

	Amostra
	40 (L


Homogeneizar e transferir para uma cubeta termostatizada a 37ºC e aguardar 2 minutos. Fazer a leitura inicial, disparando o cronômetro. Repetir as leituras após 1, 2 e 3 minutos.

Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar a programação dos reagentes para o equipamento automático.

CÁLCULOS

Calcular a média das diferenças de absorbância por minuto ((A/min) e utilizar este valor para cálculo do resultado.

CK (U/L) 340 nm = (A/min x 8254
Exemplo

Se (A/minuto médio = 0,003 

U/L de CK total = 0,003 x 8254
U/L de CK total = 25 U/L

RESULTADOS

Unidade de Medida: U/L
Fator de Conversão de Unidades (U/L para SI): U/L de CKMB x 16,7 = nkat/L

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade.
Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA (37(C)

Os valores de referência, para o presente método, foram obtidos através da determinação de CK-MB em populações sadias do sexo masculino e feminino.

                         30ºC                   37ºC

Homens: ....... 0-16U/L ............ 0-25 U/L

Mulheres: ...... 0-16U/L ............ 0-25 U/L

Estes valores devem ser usados como orientação, sendo que cada laboratório deverá criar sua faixa de valores de referência, de acordo com a população atendida.

SIGNIFICADO CLÍNICO

A creatinoquinase (Ck ou CPK) é encontrada no músculo cardíaco, na musculatura esquelética e no cérebro. Deste modo, qualquer lesão nas células desses órgãos provocará um aumento nos níveis séricos de CK. 

Isoenzimas da Creatina-Quinase (CK):

A CK total pode ser separada em 3 frações principais, denominadas de CK-BB (CK-1), CK-MB (CK-2) e CK-MM (CK-3). Atualmente, os laboratórios já podem dispor de métodos adequados para a determinação das isoenzimas da CK.

1. Isoenzima CK-BB: É encontrada predominantemente no cérebro e no pulmão, sendo que uma elevação dos seus níveis não é comum. A CK-BB pode estar elevada em algumas condições como após embolia pulmonar e em alguns pacientes com carcinoma de próstata e pulmão. Já nos casos de distúrbios cerebrais, nos quais teoricamente deveria ser liberada a isoenzima CK-BB, o comum tem sido encontrar no soro a isoenzima CK-MM.

2. Isoenzima CK-MM: Compreende mais de 95% da CK dos músculos esqueléticos e cerca de 70-75% da enzima do miocárdio. Considerando que a quantidade de músculo esquelético do corpo é muito superior à do miocárdio, consequentemente a elevação dos níveis de CK-MM no soro será devido a uma lesão ou hipóxia do músculo esquelético, incluindo exercício intenso, convulsões, traumatismo, inflamação, distrofia muscular ou injeção intramuscular. Podem ser observados aumentos também da fração MM de CK nos casos de hipotireoidismo e hipocalemia atingindo os músculos.

3. Isoenzima CK-MB: É uma fração híbrida composta de cadeias M e B, que é encontrada predominantemente no músculo cardíaco. A sua determinação é bastante específica para o diagnóstico do infarto do miocárdio. A CK-MB aumenta dentro de 3-6 horas após ocorrência do infarto, atingindo um valor máximo em 12-24 h e retornando ao normal em 24-48 h, caso não ocorra um novo infarto nesse período. Existe uma correlação grosseira entre o grau de elevação da enzima e a extensão do infarto. 
Valores elevados da Isoenzima CK-BB: Infarto pulmonar, lesão cerebral, acidente vascular cerebral, choque, embolia pulmonar, hemorragia subaracnóide e câncer no cérebro.
Valores elevados da Isoenzima CK-MM: Distrofia muscular, miosite, convulsões recentes, cirurgia recente, hipotireoidismo, hipocalemia, injeções intramusculares, e delirium tremens.
Valores elevados da Isoenzima CK-MB: Infarto agudo do miocárdio, defibrilação cardíaca, isquemia cardíaca, miocardite, cirurgia de aneurisma cardíaco, distrofia muscular e rabdomiólise.

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 600 U/L. Se a variação de extinção molar por minuto for maior que 0,150, repetir o teste usando uma diluição de 1:10 com soro fisiológico. O resultado encontrado será multiplicado por 10.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

As leituras devem ser realizadas em um espectrofotômetro que cumpra as seguintes condições:

· Comprimento de onda 340 nm

· Semi trajetória da banda de passagem 10 nm

· Luz espúria menor que 0,5%

· Cubeta de 10 mm termostatizada

O método quantifica toda a 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 será superestimada. Uma macro forma BB (Imunoglobulina complexada) tem sido observada quando se mede a CK-B no ensaio. Se a medida da atividade do CK-B excede a 20% da atividade do CK total deve se suspeitar da presença da Macro BB.

Interferências

A bilirrubina até 38 mg/dL, triglicérides até 900 mg/dL e hemoglobina até 1000 mg/dL não interferem.

Triglicérides acima de 900 mg/dL e alguns  medicamentos e substâncias podem interferir.
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