/VIEDICA Ce

REF 10226-4 4 x 28 ml/7 ml

REACTIVO DE CREATINA KINASA-MUSCULO/CEREBRO (CKMB)
Cada cartucho contiene un volumen utilizable de 28 ml de reactivo R1y 7 ml de reactivo R2.

USO PREVISTO

El reactivo CKMB EasyRA se utiliza para la determinacion cuantitativa de la enzima creatina kinasa-MB (CKMB) en suero
humano y plasma, mediante el “Analizador quimico MEDICA EasyRA®” en laboratorios clinicos. Las mediciones de actividad
de CK-MB se utilizan para el diagndstico y el tratamiento del infarto al miocardio y enfermedades musculares, como la
miodistrofia de Duchenne. Utilizar inicamente para diagnostico in-vitro. Solo para uso profesional.

RESUMEN Y EXPLICACION

La creatina kinasa (CK) esta formada por moléculas diméricas compuestas por subunidades de M (musculo) y B
(cerebro) y existen como las isoenzimas MM, MB y BB.! Las subunidades M y B son diferentes desde el punto de
vista inmunolégico. La CK-MM y la CK-MB se distribuyen, principalmente, en los mlsculos esqueléticos y cardiacos,
respectivamente, mientras que la CK-BB se encuentra, principalmente, en el cerebro y en los tejidos compuestos por
musculo liso.? La determinacion de la actividad de CK-MB en suero es un elemento importante en el diagndstico de
isquemia miocardica, p. €j., en el infarto agudo al miocardio, la miocarditis, etc.3* La CK-MB se puede detectar en la
sangre, aproximadamente, de 3 a 8 horas después de la aparicion de los primeros sintomas cardiacos y se mantiene
perceptible durante un periodo prolongado, segun el curso de la afeccion.?

La alta concentracion de CK-MB no es especifica del infarto cardiaco (M) y se puede detectar en estados de otras
enfermedades. Los valores elevados de CK-MB se deben interpretar en relacion con el cuadro clinico y la historia clinica.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

En este procedimiento, se mide la actividad de CK en presencia de un anticuerpo del monémero CK-M. Este anticuerpo
inhibe las subunidades M de CK-MM y CK-MB y, de esta manera, permite la determinacion de la subunidad B de CK-MB (si
se supone la ausencia de CK-BB). La concentracion catalitica de CK-B, que se corresponde con la mitad de la concentracion
de CK-MB, se determina a partir de la tasa de formacién de NADPH, medida a 340 nm, mediante la serie de reacciones a
continuacion:

Creatina Kinasa
Creatina fosfato + ADP ——— Creatina+ ATP

Hexoquinasa
ATP + D-Glucosa — > Glucosa-6-P + ADP

G6PDH
Glucosa-6-P + NADP* ———  Gluconato-6-fosfato+ NADPH + H+

La actividad de CK-MB se calcula multiplicando por dos la actividad de CK-B.
REACTIVOS

Reactivo Buffer CK-MB (R1):

Buffer Imidazol (pH 6.3) 50 mmol/L
Glucosa 20 mmol/L
N-acetil-L-cisteina 20 mmol/L
Acetato de magnesio 10,0 mmol/L
NADP 2,0 mmol/L
EDTA 2,0 mmol/L
Hexoquinasa 5,0 kU/L
LDH 1,5 kU/L
Azida sodica <0.1%

Anticuerpos monoclonales (ratén)
contra la CK-M humana, capacidad inhibidora
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Reactivo sustrato CK-MB (R2):

Buffer Imidazol (pH 9.0) 50 mmol/L
Creatina fosfato 150 mmol/L
ADP 10 mmol/L
AMP 20 mmol/L
Pentafosfato de diadenosina 50 umol/L
Glucosa-6-PDH 20 kU/L
Azida sodica <0.1%

PRECAUCIONES

1 Se deben respetar las normas de seguridad cuando se manipulen reactivos en el laboratorio. (CLSI —Clinical and Laboratoy
Standards Institute-, GP17-A2).

2 Este material contiene azida sodica como conservante. Evite la ingesta y el contacto con la piel y las membranas mucosas.
Si entra en contacto con la piel, enjuague el area afectada con abundante agua. Si entra en contacto con los ojos o lo
ingiere, consulte con un médico inmediatamente. Consulte la hoja de datos de seguridad para obtener informacién sobre
los riesgos, el peligro y la seguridad.

3 Como con cualquier procedimiento de prueba diagnéstica, los resultados deben interpretarse teniendo en cuenta el
resto de los resultados de la prueba y el estado clinico del paciente.

4 No utilice cubetas lavadas.

INSTRUCCIONES PARA LA MANIPULACION, EL ALMACENAMIENTO Y LA ESTABILIDAD DE REACTIVOS

El reactivo estd listo para usarse en el estado en que se suministra. El reactivo que no fue abierto es estable hasta la
fecha de vencimiento indicada en la etiqueta si se almacena a una temperatura entre 2 °C y 8 °C. El reactivo es
estable una vez cargado en el area refrigerada para reactivos del analizador EasyRA durante el nimero de dias
programados en el chip RFID que se encuentra en el cartucho del reactivo. No use el reactivo si se encuentra turbio
0 nebuloso o si no logra obtener valores de control de suero conocidos.

RECOGIDA DE MUESTRAS Y ALMACENAMIENTO/ESTABILIDAD

Se debe utilizar suero o plasma claros y no hemolizados. Se puede utilizar plasma de sangre extraida con heparina
de litio como anticoagulante. Centrifugue y retire el suero o plasma lo antes posible después de su extraccién. La
CK-MB en suero o plasma es estable durante 3 dias a una temperatura entre 2 °Cy 8 °C.

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados
Compartimiento de reactivo CKMB (Medica CKMB Reagent Wedge), REF 10226

Materiales adicionales requeridos

Material de control disponible en el comercio

Cartucho de colorante de pruebas de precision Medica, REF 10764
Medica Cleaner Wedge - Chemistry & ISE, REF 10660

Cartucho de limpieza Medica — Analisis bioquimico, REF 10661

Instrucciones de uso

El reactivo estd listo para usarse en el estado en que se suministra. Retire la tapa del reactivo y coléquelo en la
bandeja de reactivos del analizador EasyRA ubicada en el area de los reactivos. La estabilidad del reactivo (30 dias
méaximo) se encuentra programada en el chip RFID del cartucho de reactivos.

Nota: Verifigue que no haya espuma en la parte interna del cuello del cartucho después de retirar las tapas y
colocar el cartucho en el analizador. Si hay espuma, eliminela con una torunda o una pipeta desechable antes de
realizar la prueba. Utilice distintas torundas o pipetas desechables para R1y R2.

Calibracién
No corresponde.

Control de calidad

Se recomienda llevar a cabo dos niveles de control del suero humano (normal y anormal) en el ensayo todos los dias,
cada vez que se le tomen muestras al paciente y con cada cambio de lote del reactivo. Si en el ensayo del material de
control no se obtienen los rangos de valores correctos, esto es indicador de deterioro del reactivo, un mal
funcionamiento del instrumento o errores de procedimiento. Cuando se utilizan materiales de control de calidad, el
laboratorio también debe cumplir con las normas de control de calidad locales, estatales y federales.
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Resultados

Al finalizar el ensayo, el Analizador quimico Medica EasyRA calcula la concentracion de CK-MB a partir de la variacion
de absorbancia por minuto, el volumen de la muestra, el volumen de reaccién total, la longitud de trayectoria de 0,6 cm
y la absortividad molar de 6,22.

(Volumen total (ul) x 1000) x 2
CK-MB (U/L) = CK-B (U/L) x 2 = (AA/Min) x

(Absortividad molar x longitud de trayectoria (cm) x volumen de la
muestra (ul))

Una unidad por litro (U/L) de actividad de CK-B es la cantidad de enzima que oxida una pmol/L de NADP por minuto.

Valores esperados®

El rango de referencia para la actividad de CK-MB en el Analizador EasyRA se encuentra por debajo de 24 U/L.78
Este rango fue validado por Medica de conformidad con la norma C28-A3c de CLSI. Se recomienda que cada
laboratorio establezca su propio rango de valores previstos, ya que existen diferencias entre los instrumentos, los
laboratorios y las poblaciones locales.

Limitaciones en los procedimientos (por ejemplo: si la muestra esta por encima del rango del ensayo)

Solo se deben utilizar muestras de suero o plasma no hemolizados.

Si la variacién de absorbancia por minuto (AA/Min) es superior a 0,003, lo cual corresponde a 100 U/L
aproximadamente, el analizador marcara los resultados como “SD” (deplecién de sustrato). Las variaciones de
absorbancia por minuto superiores a este valor estan por encima del rango lineal del andlisis. Si el operador
selecciona el icono “Re-run”, se puede volver a probar la muestra usando un quinto (1/5) del volumen de muestra.
Los resultados de los analisis repetidos se calculan para que reflejen el uso de un volumen inferior de muestra. Esto
aumentara el rango reportable del analisis de CK-MB hasta 500 U/L.

Caracteristicas de rendimientos®

Rango reportable
El rango reportable es de 5 hasta 100 U/L. El rango extendido es de 5 hasta 500 U/L cuando se utiliza un quinto de la
muestra (dilucion 1:4).

Inexactitud / Correlacién (CLSI, EP9-A2)

La tabla a continuacion detalla los datos obtenidos en una comparacion sobre el rendimiento del reactivo Medica
para CK-MB (Y) en el Analizador EasyRA con un reactivo CK-MB (X) aprobado por la FDA en el Analizador Stanbio
Sirrus®*. Los datos que se muestran a continuacion representan determinaciones Unicas de suero obtenidas en el
Analizador EasyRA en comparacion con el promedio de dos valores replicados obtenidos en un dispositivo aprobado
por la FDA.

SUERO NUmero de muestras 41 Rango de muestras 6 hasta 100 UJ/L.
Pendiente 0.9869 Intercepto con'y 0.4702
Coeficiente de correlacion 0.9961 Ecuacioén de regresion 0,9869*X + 0,4702

* Sirrus es una marca registrada de Stanbio Laboratory LLP, ubicado en 1261 North Main St. Boerne, TX 78006.

Los datos mostrados a continuacion representan determinaciones individuales de plasma (heparina de litio) en
comparacién con el promedio de dos valores replicados de suero obtenidos en el Analizador EasyRA. Todos los
parametros de pruebas son idénticos.

PLASMA NUmero de muestras 57 Rango de muestras 5 hasta 96 U/L.
Pendiente 0.9797 Intercepto con y 1.4523
Coeficiente de correlacion 0.9945 Ecuacion de regresion 0,9797*X + 1,4523

Imprecisién (CLSI, EP5-A2)

Las medidas duplicadas de cada uno de los tres niveles del material de control de calidad se analizaron dos veces al
dia durante 20 dias.

Tanto la precisién dentro de la corrida como la precision total se determinaron a partir de estos datos.
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Imprecisién intraanalisis: Imprecisién total:
Nivel contr. calid. intraanalisis intraanalisis Nivel contr. calid. Imprecision total Imprecisién total

SD Ccv SD Ccv
U/L U/L % U/L U/L %
94 0.9 0.9 94 1.7 1.8
30 0.7 2.4 30 0.9 3.0
14 0.6 3.9 14 0.8 5.5

Linealidad (CLSI, EP6-A)

Lineal desde 5 a 100 U/L, con base en la regresion lineal Y = 1,0009*X — 0,2291

Limite del blanco (LOB): 1,7 U/L (CLSI, EP17-A)
Limite de deteccion (LOD): 2,9 U/L (CLSI, EP17-A)
Limite de cuantificacion (LOQ): 5,0 U/L (CLSI, EP17-A)

Sustancias interferentes (CLSI, EP7-A)

Menos del 10 % de interferencia se clasificdé como “interferencia no significativa”.

La hemoglobina interfiere, incluso en concentraciones minimas. No use muestras hemolizadas.

No se encontraron interferencias significativas en niveles de hasta 25 mg/dL de bilirrubina.

No se encontraron interferencias significativas en niveles de hasta 775 mg/dL de triglicéridos (con Intralipid*).
No se encontraron interferencias significativas en niveles de hasta 30 mg/dl de acido ascérbico.

* Intralipid es una marca registrada de Pharmacia AB, Clayton NC.
Young provee una lista de drogas y otras sustancias que interfieren con los andlisis de quimica clinica.101

Nota: El procedimiento puede sobrestimar los valores de la actividad de CK-MB si la actividad de la isoenzima CK-BB en
suero es alta. No suele haber actividad de CK-BB en el suero de individuos normales y pacientes con infarto al
miocardio.” Se debe sospechar la presencia de una forma mas amplia de CK-BB en la muestra si la actividad de
CK-MB medida en este procedimiento representa mas del 20 % de la actividad total de CK.
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Parametros del ensayo (CKMB) EasyRA

Longitud de onda primaria (hm) 340
Longitud de onda secundaria (nm) 405

Tipo de reaccion Enzima (0)
Direccion de la reaccion Aumento
Blanco de reactivos No

Blanco de muestra No
Variacion méaxima del primer intervalo de absorbancia 0.003
Tiempo de reaccion 9,3 min
Intervalo de calibracion (maximo) N/C
Estabilidad del reactivo cargado 30 dias
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Suero/Plasma

Volumen de la muestra (pl) 8.0

Volumen del diluyente (pl) 20

Volumen del reactivo R1 (pl) 160

Volumen del reactivo R2 (pl) 40

Decimales (valores por defecto) 0

Unidades (valores por defecto) u/L

Factor de dilucién 1:4 (1/5 de la muestra utilizada) (para extender el
rango de medicién)

Linealidad 5 hasta 100 UJ/L.

Absortividad molar 6.22

Medica Corporation, 5 Oak Park Drive Emergo Europe, Prinsessegracht 20
Bedford, MA 01730-1413 USA m 2514 AP The Hague, The Netherlands
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