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Método
Cinético UV (IFCC).

Finalidade

Sistema para a determinacdo quantitativa da atividade das isoenzimas
Creatinoquinase (CK) no soro ou pasma (heparinizado), por reacao
cinética. Somente para uso diagnoéstico in vitro.

Principio
A creatina quinase (CK) catalisa a fosforilagdo do ADP por fosfato de
creatina, obtendo-se creatina e ATP. A concentracéo catalitica determina-
se, empregando as reac¢fes acasaladas da hexoquinase e glucose-6-
fosfato desidrogenase, a partir da velocidade de formacdo do NADPH,
medido a 340 nm.

CK
Fostato de Creatina + ADP —— Creatina + ATP

HK
ATP + Glicose —® ADP + Glicose - 6 - Fosfato

G6P-DH
Glucose - 6 - Fosfato + NADP* — Gluconato - 6 - Fosfato + NADP + H*

Significado Clinico

A creatina quinasse (CK) desempenha uma importante fungdo no muasculo
proporcionando ATP, quando o musculo se contrai, a partir de ADP e
utilizando creatina fosfato como reservatério de fosforilagdo. A CK sérica
deriva fundamentalmente do musculo e a sua concentragdo depende de
uma série de variantes fisiolégicas (sexo, idade, massa muscular, atividade
fisica e raga). A concentracdo sérica de CK encontra-se notavelmente
elevada em pacientes com algumas das doencas do musculo esquelético
(distrofia muscular, miosite, polimiosite, hipertermia maligna, trauma,
rabdomidlise aguda), do sistema nervoso central (doengas
cérebrovasculares aguda, isquemia cerebral, sindrome de Reye) e de
tiroides (hipotiroidismo). Observam-se concentragfes elevadas de CK ao
cabo de 3-6 horas de um infarte de miocéardio alcancando valores maximos
as 24-36 horas. A concentragdo volta a normalidade em 3 e 4 dias devido
a enzima ser rapidamente eliminado do plasma. O diagnostico clinico ndo
se deve realizar tendo em conta o resultado de um Unico teste, mas deve
integrar-se nos dados clinicos e de laboratério.

Reagentes

Reagente n° 1 - Tampé&o - Tampao Imidazol 100 mM pH 6,7, EDTA 2 mM,
Acetato de Magnésio 10 mM, D-glicose 20 mM, Azida Sédica 0,09% p/v.
Reagente n° 2 - Substrato - Creatino-fosfato 30 mM, ADP 2 mM, AMP 5
mM, Diadenosina 5 pentafosfato 10 mM, NADP 2 mM, N-acetilcisteina 20
mM, EDTA 2 mM, Hexoquinase > 3.000 UL, Glicose-6-fosfato
desidrogenase >2.500 U/L, Azida Sédica 0,09% plv.

Estabilidade, Condig6es de Armazenamento e Transporte

Os reagentes sao estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto, quando conservados na temperatura recomendada (2 a 8°C), bem
vedados e se evitado de contaminagao durante o uso.

Antes de serem abertos, os reagentes podem ser transportados em
temperatura que nao exceda 30°C, até um limite de 120 horas.

N&o congelar.

Cuidados Especiais e Precaucdes

* As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratério Clinico.
* As informagdes de Descarte, Seguranga e Primeiros Socorros estdo
descritas na Ficha Individual de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

» Néo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminagao cruzada.

« Evitar deixar os reagentes fora das condi¢cdes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

» O tempo de reagdo, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

» Usar ponteiras descartaveis especificas para cada amostra, controle,
padréo/calibrador e reagente.

« Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipulagdo do reagente.
» Os reagentes R1 e R2 possuem azida sodica. N&o ingerir ou aspirar.
Evitar contato com a pele e mucosa;
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Materiais Necessarios e Ndo Fornecidos

* Analisador bioquimico automatico ou semiautomatico;
« Pipetas de vidro e/ou automaticas;

* Ponteiras;

« Estantes;

* Tubos de ensaio;

« Cronbmetro.

Amostras

Soro e plasma (heparinizado). A creatina quinase é estavel por 2 dias se
conservada em temperatura de 2 a 8°C.

Realizar a coleta da amostra conforme Boas Praticas de Laboratério
Clinico. As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

Interferéncias e LimitagGes

Todos os anticoagulantes interferem na dosagem.

Hemdlise, Ictericia e Lipemia: Hemoglobina > 200 mg/dL, Bilirrubina > 30
mg/dL e Triglicérides > 2000 mg/dL.

Preparo do Reagente de Trabalho

Misturar na proporgéo de: 4 partes de Reagente n° 1 - Tampao + 1 parte
de Reagente n° 2 - Substrato. Homogeneizar suavemente. Estavel 14 dias
de 2 a 8°C. Manter o Reagente de Trabalho ao abrigo da luz.

Nota: Recomendamos o uso do Calibrador — Ref. BA052 para calibracéo.
Para avaliar a preciséo das dosagens, recomendamos o uso do Controle N
— Ref. BA115 e Controle P — Ref. BA118.

Procedimento Técnico

Equipamentos Autométicos

Para uso em analisadores automaticos, verificar o protocolo de automagéo
no site www.bioanalitica.com.br ou através do SAC.

1. Zerar o equipamento de leitura com agua purificada/deionizada em filtro
de 340 nm.
2. Pipetar em tubos de ensaio:

Amostra/Calibrador 20 pL
Reagente de Trabalho 1,0 mL

3. Homogeneizar e inserir a tubo no instrumento. Acionar o cronémetro.
4. Aos 2 minutos, anotar a absorbancia inicial (A0) e efetuar novas leituras
apos 1, 2 e 3 minutos (Al, A2 e A3 respectivamente).

Célculos
Usando as leituras das absorbancias, calcular a média da variacdo da
absorbancia por minuto (AA/min);

AA/min = (Al - A0) + (A2 - Al) + (A3 - A2)
3

Para calcular a atividade do CK, devera ser usado o fator:
CK (U/L) = AA/min x 8321

Exemplo:

A0=1,228 Al=1,246

A2=1,258 A3=1,250

AA/min = (1,246 - 1,228) + (1,258 — 1,246) + (1,270 - 1,258)
3

AA/min = 0,014
Creatinino Quinase (U/L) = 0,014 x 8321 = 116,5 U/L

Caracteristicas do Desempenho

Comparacédo de Métodos

Os resultados obtidos com estes reagentes ndo mostram diferencas
sistematicas significativas quando comparados com reagentes de referéncia.
Os detalhes do estudo comparativo estao abaixo disponiveis.

Sensibilidade
Uma amostra proteica ndo contendo CK foi utilizada para calcular o limite
de detecgédo do ensaio. A média e o desvio padrao foram calculados a partir
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de 20 determinagdes. A sensibilidade que indica o limite de detec¢do do
método é 2,4 U/L.

Linearidade

A reacgdo é linear até 2000 U/L. Para valores superiores, diluir a amostra
com NaCl 150 mM (0,9%), realizar nova dosagem e multiplicar o resultado
obtido pelo fator de dilui¢&o.

Repetibilidade
- Repetibilidade (intra-ensaio):

Concentracdo média Ccv n
175 U/L = 2917 nkat/L 1.8% 20
567 U/L = 9452 nkat/L 0,7 % 20
Reprodutibilidade
- Reprodutibilidade (inter-ensaio):
Concentracdo média Ccv n
175 U/L = 2917 nkat/L 1,3% 25
567 U/L = 9452 nkat/L 1,1% 25

Valores de Referéncia
Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagao.
Sugere-se que cada laboratorio estabeleca seus préprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.

Temperatura de Homens Mulheres

Reacéo 37 °C

24 2195 U/L 24 2170 U/L

Converséo para Unidade do Sistema Internacional (Sl): pkat/L
Creatina Quinase (U/L) x 0,017 = Creatina Quinase (pkat/L)

Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medicao apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, é recomendavel a
utilizac&@o de controles, que permitem avaliar a preciséo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solu¢Bes estabilizadas da linha de controles e
calibradores da Bioanalitica.

Observagdes

* A limpeza e secagem adequadas do material usado sao fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A &gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com agua destilada
ou deionizada.

» Para o enxague inicial da vidraria, a agua pode ser do Tipo Ill, com
resistividade > 0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens. No
enxague final, utilizar 4gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, varios ions e também
substancias com grande poder de oxidagdo ou redugéo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, é fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.

» A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacéo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medi¢des, a dgua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/cm ou condutividade
< 1 microsiemens/cm e concentracao de silicatos < 0,1 mg/L.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnostica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificagdes, até a data de expiragéo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condi¢cdes
adequadas.

Apresentacao
Ref. Volume Reagente 1 Reagente 2
BAO76-50 50 mL 1 x40 mL 1x10mL
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