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POINTE SCIENTIFIC                                                                      CREATININA KINASA-MB

REACTIVO DE CREATININA KINASA-MB

USO:

El reactivo CK-MB de Pointe Scientific está destinado para medir la actividad de la isoenzima CK-MB en suero humano a 340 nm.

RESUMEN DE PRUEBA Y SIGNIFICADO CLINICO:

La Creatinina Kinasa existe como dímero formado por dos sub-unidades las cuales derivan principalmente ya sea de células de músculo (M) o de nervio (B). La combinación de estas subunidades produce tres isoenzimas de CK-MM y CK-MB son encontradas principalmente en músculos esquelético y cardiaco respectivamente, mientras CK-BB es encontrada principalmente en el cerebro y en tejido de músculo liso. La mayor actividad de CK en suero normal es debido a la presencia de la isoenzima CK-MM.

El incremento en la actividad de CK-MM sigue el ejercicio, trauma muscular, shock y cirugia mayor. La isoenzima CK-BB está usualmente presente en suero a bajos niveles de actividad y ha sido encontrada bastante inestable. Se incrementó esta actividad en daño cerebral, neoplasmas malignos, metastasis del higado y daño en uteros preñados. El CK-MB está también presente en bajas concentraciones en Suero Normal Humano pero es incrementado como resultado de lesión al corazón y raramente, en daño al músculo esquelético. El CK-MB es ampliamente utilizado como un indicador de infarto agudo al micardio, como la detección de actividades elevadas es considerado altamente específico para ésta condición.

Los métodos convencionales para la separación y cuantificación de las Isoenzimas de CK han sido basadas en electroforesis y cromatografía intercambio ionico. Mientras que estos procedimientos pueden ser de utilidad, métodos mas nuevos están siendo recientemente introducidos por Wuerzburg el al y Gerhardt el al. Sus procedimientos emplean un anticuerpo policlonal del CK-M monómero para inhibir completamente la actividad del CK-MM y reducir a la mitad la actividad del CK-MB. La  actividad del CK-B monómero no inhibido puede entonces ser medida. El reactivo presente incluye el anticuerpo policlonal y un reactivo para cada medición de la actividad de Ck, dejando solamente CK-B activa para la medición. El reactivo de CK de medición está basado en una modificación de la formulación recomendada IFCC.

PRINCIPIO:

La muestra se incuba en el reactivo de CK-MB que incluye el anticuerpo anti CK-M. La actividad del CK-B no inhibido es entonces determinada usando la siguiente serie de reacciones.
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El remanente de Ck-B cataliza la fosforilación reversible de ADP en presencia de Creatinina fosfato, para formar ATP y Creatinina. La enzima auxiliar hexoquinasa (HK) cataliza la fosforilación de glucosa  para la forma ATP, para producir ADP y glucosa-6-fosfato (G-6-P).

La glucosa-6-fosfato es oxidada a 6 fosfogluconato con la producción concomitante de NADH, medido a 340 nm, es directamente proporcional a la actividad de CK-B en suero.

COMPOSICION DE REACTIVOS:

1.- CK-MB Reactivo

(Referido a concentraciones de Reactivo Reconstituido). Creatinin fosfato 30 mmol/L, ADP 2 mmol/L, sal de Magnesio 10 mmol/L, D-glucosa 20 mmol/L, EDTA 2 mmol/L Hexoquinasa (microbial) > 3300u/L, G-6-PDH (microbial)> 2500u/L PH=6.7+0.1 Estabilizadores no reactivos.

2.- CK-MB Diluyente

Buffer 100 mmol/L, anticuerpo policlonal CK-M anti-humano (origen de cabra) suficiente para inhibir hasta 2000 u/L, de CK-MM a 37ºC.

Surfactantes y Azida de Sodio (0.1%) como preservativo.

PREPARACION DE REACTIVO:

Se reconstituye cada vial del reactivo CK-MB con el volumen del diluyente CK-MB especificado en la etiqueta del vial. Agitar hasta disolver.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO:

El reactivo no reconstituido y el diluyente deberán estar almacenados en refrigeración (2-8ºC). Ellos son estables hasta la fecha de expiración.

 El reactivo reconstituido es estable por un mínimo de seis días en el refrigerados (2-8ºC) y 24 horas a temperatura ambiente (15-30ºC).

PRECAUCIONES:

El reactivo contiene azida de sodio. Este compuesto puede reaccionar con conexiones de tuberia de cobre y plomo originado asidas metálicas explosivas. Lavar con grandes volúmenes de agua cuando deseche el reactivo.

Todos los especímenes y controles deben ser manejados como potencialmente infecciosos utilizando procedimientos de laboratorio de seguridad.

DETERIORO DEL REACTIVO:

No use el reactivo si:

1.- La humedad entre en el vial y ocurra formación de pasta.

2.- El reactivo reconstituido presente turbidez.

3.- El reactivo reconstituido tiene una abosrbancia mayor a 0.700 a 340nm contra el agua.

COLECCION Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA:

El suero es el espécimen en selección para esta prueba. Evite exposición de las muestras a luz intensa. Almacene las muestras en refrigeración (2-8ºC) pero no por mas de una semana. Congelando las muestras (-20ºC) da como resultado una mínima pérdida en la actividad.

INTERFERENCIAS:

Las muestras hemolizadas no deben utilizarse, contienen eritrocitos contaminantes y enzimas las cuales interferirán con el ensayo. Niveles de Bilirrubina hasta 20mg/dl se ha encontrado que tiene un descartable efecto en esta prueba.

Young et al lista un número de substancias las cuales afectarán la determinación de creaticinasa.

El método también medirá cualquier isoenzima es usualmente descartable. Sin embargo si una cantidad significante de la actividad de CK-BB está presente, la actividad de CK-B es mayor 20% de la actividad total de CK la presencia de Macro BB quedará bajo sospecha.

MATERIALES SUMINISTRADOS:

Reactivo CK-MB y Diluyente.

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS:

1.- Espectrofotómetro capaz de medir absorbancias  a 340 nm.

2.- Juego de cubetas, 1 cm de ancho (paso de luz).

3.- Baño de temperatura constante y control térmico del compartimiento de la celda del espectrofotómetro.

4.- Pipetas para medir diluyente, reactivos y muestra.

PROCEDIMIENTO AUTOMATIZADO:

Longitud de onda:                 340nm

Tipo de ensayo:                    Cinético

Relación Muestra/Reactivo:   1:20

Dirección de Reacción:         Incremento

Fase de Reposo:                   300 segundos

Tiempo de lectura:                 60 segundos

Normal Bajo:                         0 u/L

Normal Alto:                         22 u/L

Los parámetros de Aplicación para varios instrumentos automatizados se encuentran disponibles. Por favor conéctese a Servicio Técnica Pointe Scientific, departamento de información específica (800-445-9853).

PROCEDIMIENTO MANUAL:

A.- Determinación de la actividad total de CK.

Determine la actividad total de creatinina en las muestras antes de llevar a cabo el ensayo de CK-MB desarrolle la prueba de CK total a 37ºC.

Después de determinar la actividad de CK diluya cualquier muestra con una actividad más alta que 2000 u/L a 37ºC, usando solución salina fisiológica.

B.- Determinación de la actividad de CK-B.

Prepare el reactivo como se explicó en la sección Preaparación de Reactivo. Un reactivo blanco será trabajado con la prueba. Lleve la cantidad necesaria de reactivo aproximadamente a 37ºC.

PROCEDIMIENTO:

1.- Pipetee 1.0 ml del reactivo CK-MB dentro de la cubeta con 1 cm de ancho (paso de luz). Una cubeta para

     la prueba y una cubeta para el blanco.

2.- Añada 50 ul de la muestra a la cubeta prueba.

3.- Añada 50 ul de agua destilada o desionizada a la cubeta blanco.

4.- Mezcle bien ambas cubetas de incube a 37ºC por lo menos 5 minutos.

5.- Mida la absorbancia  a 340 nm ajuste el Espectrofotómetro a absorbancia cero usando agua como

     referencia.

6.- Lea y registre el cambio en la absorbancia por minuto durante 3 minutos adicionales.

7.- Reste la 
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 A/min. del blanco a la 
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 A/min. de la prueba para obtener la correcta 
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 A/min.: 
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 A/min.(prueba) - 
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 A/min (Blanco) = 
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 A/min. (correcto).

CALCULOS:
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DONDE:

TV   = Volumen total en Ml. (1.05 ml.).

SV   = Volumen de la muestra en ml. (0.05 ml.).

6.22  = Coeficiente de extinción milimolar de NADH.

1000 = Para convertir unidades por ml a unidades por litro.

LP    = Haz de luz en un cm. (1 si es 1cm la celda utilizada).

Entonces:
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Multiplicado por 2 para obtener la actividad en términos de CK-MB (u/L)'

CALCULOS DE MUESTRA:
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 A/min de la muestra    = 0.0151
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 A/min del blanco        = 0.0001

Correcto 
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 A/min          = 0.015

Actividad de CK-B (u/L) = 0.015 x 3376 + 50.6

Actividad CK-MB           = 50.6 x 2 = 101.2 u/L

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD DE MUESTRA:

Esto es calculado por división del valor encontrado de la actividad de CK-MB por la actividad total de CK y multiplicando la relación por 100 como sigue:
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CALCULOS DE MUESTRA:

Total Actividad de Ck     =    1250 u/L

Actividad de CK-MB      =    101 u/L

% Actividad CK-MB       =    101   x   100 = 8.1%   

                                     1250

CONTROL DE CALIDAD:

Los controles de suero son recomendados para monitorear el desarrollo de los procedimientos de prueba con cada cambio de turno trabajable en cada ensayo de CK-MB son desarrollados. Es recomendable que cada laboratorio establezca su propia frecuencia de determinación de controles.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO:

1.- Si el ensayo del CK Total fué reportado mas grande que 2000 u/L a 37ºC diluir la muestra apropiadamente con solución salina fisiológica antes del ensayo para CK-MB multiplique el resultado por el factor de dilución para obtener el correcto valor de la isoenzima.

2.- El método también medirá cualquier isoenzima CK-BB presente en suero. La actividad de esta isoenzima es usualmente descartable sin embargo, si una cantidad significante de la actividad CK-BB está presente, la actividad CK-MB será sobre-estimada.

3.- Una macroforma de BB (Inmonoglobulina compleja) se ha observado que será medida como B en la prueba. Si la medida de la actividad de CK-B es mayor al 20% de la actividad de CK total la presencia de la Macro BB quedará bajo sospecha.

VALORES ESPERADOS:

El rango de valores de la actividad de CK-MB encontrado en 132 hombres y mujeres adultos aparentemente normales fué entre 0 y 22 u/L a 37ºC. Una relación entre las actividades de CK-MB y CK total superior al 4%

deberá ser considerada sospechosa. aunque podría ser causada por un extensivo daño al músculo esquelético. Cualquier relación entre 5.5 - 20% está considerado como infarto agudo al microcardio. Es altamente recomendable que cada laboratorio establezca sus valores esperados.

DESEMPEÑO DE REACTIVOS:

1.- Correlación: Los resultados manuales obtenidos en 44 muestras de suero corridas desde 9 a 264 u/L fueron comparados con aquellos obtenidos utilizando un reactivo comercial (RAI). El coeficiente de correlación fué 0.997 y la ecuación de regresión fué Y= 0.99 x -1.3

Automatizado:

91 muestras de suero corridas desde 6 a 756 u/L fueron comparadas con reactivo similar en un sistema automatizado. El coeficiente de correlación fué 0.999 y la ecuación de regresión fué Y= 1.02 - 4.4.

2.- Precisión:


DENTRO DE LA CORRIDA

Medición            19.1     42.4     116.4

Desviación Std.    0.46     0.55       2.25

C.V.                    2.4%    1.3%      1.9%

N                        20        20          20


CORRIDA A CORRIDA

Medición            18.8     42.8     116.9

Desviación Std.   0.78     0.98       2.27

C.V.                    4.1%    2.3%      1.9%

N                        20        20           20

3.- Especificidad: La habilidad del anticuerpo policlonal del inhibir la subunidad M de CK humano, fué determinada al probar la actividad de la isoenzima humana CK-MM a un nivel mayor 2000 u/L (a 37ºC)

La isoenzima CK-MM fué inhibida> 99.5%

Sensibilidad:

usando este reactivo en el procedimiento descrito, un cambio en absorbancia por minuto de 0.001 a 340 nm es equivalente a 6.8 u/L de la actividad de CK-MB.
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