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BIOTECNOLOGIA

CK TOTAL
INSTRUGOES DE USO

METODO:
Teste Cinético-UV.

FINALIDADE:

Kit destinado a determinacdo quantitativa da atividade enzimética da creatina
quinase total (CK) em soro e plasma heparinizado. Somente para uso
diagnéstico in vitro.

FUNDAMENTO:

A creatino quinase (CK) catalisa a fosforilacao do ADP pelo fosfato de creatino,
obtendo-se creatina e ATP. A glicose é fosforilada pelo ATP sob acdo da
hexoquinase, formando a glicose-6-fosfato. Esse composto é oxidado pela
glicose-6-fosfato desidrogenase, formando o gluconato-6-fosfato. Nessa
reacdo, uma quantidade equimolar de NADP* é reduzida a NADPH e a partir da
velocidade de formacdo do NADPH, medido a 340 nm, é determinada a
concentracdo catalitica da creatino quinase.

Fosfato de creatino + ADP & Creatino + ATP
HK
ATP + Glicose <:> ADP + Glicose-6-fosfato
G6P-DH
Glicose-6-fosfato + NADP* > Gluconato-6-fosfato + NADPH + H*

SIGNIFICADO CLINICO:

A Creatino Quinase (CK) também denominada ATP-Creatino-N-
fosfotransferase, é uma importante enzima reguladora da producdo e
utilizacdo de fosfatos de alta energia nos tecidos contrateis. Ela é encontrada
na musculatura esquelética, no musculo cardiaco e no cérebro. Ela ndo é
encontrada no figado. A CK é um dimero composto de duas subunidades B
(brain) e M (muscle) que formam as trés fracdes principais.

Estas duas cadeias podem combinar-se de trés formas, formando as chamadas
isoenzimas da CK: CKMM, CK-MB, e CK-BB. A CK-MM ¢é encontrada em grande
quantidade principalmente na musculatura estriada esquelética. A CK-BB é a
isoenzima que se encontra predominantemente no cérebro. A CK-MB esta
presente no miocéardio, onde representa cerca de 20% da CK total presente.
No infarto agudo do miocéardio, a CK Total comeca a se elevar em até 6 horas
ap6s a ocorréncia do infarto, atingindo um valor maximo entre 12 e 24 horas,
permanecendo alterada por até 72 horas. Vérias condi¢des nao relacionadas
ao miocardio podem provocar elevacdo da CK total. Por exemplo: injecoes
intramusculares, traumas, cirurgias, intoxicacdo por barbitlricos e uso de
anfotericina B.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:

Conservar entre 2 e 8 °C

R1-TAMPAQO: Tampdo Imidazol 100 mM pH 6,7, EDTA 2 mM, Acetato de
Magnésio 10 mM, D-glicose 20 mM, Azida Sédica 0,09% p/v.

R2-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 U/L, Glicose-6-fosfato desidrogenase >
2.500 U/L, Azida Sédica 0,09% p/v.

PREPARO DOS REAGENTES
Misturar 4 partes do R1 a uma parte do R2. Homogeneizar suavemente.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo, quando
armazenados a temperatura de 2 a 8 °C, bem vedados e se for evitada a
contaminagdo durante o uso. Ndo congelar, evitar exposi¢do prolongada a
luz. Manter os reagentes em temperatura ambiente somente o tempo
necessario para execucdo dos testes.

O reagente de uso é estdvel por até 2 semanas apds seu preparo se
armazenado sob temperatura de 2 a 8 °C. Manter o reagente de uso ao
abrigo da luz.

TRANSPORTE:
O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue ao destinatario
no periodo maximo de 07 dias e em uma temperatura de até 37 °C.

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado entre
2 e 8°C e em sua embalagem original.

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipulacdo do
reagente. Os reagentes R1 e R2 possuem azida sddica. Nao ingerir ou
aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa;

. Recomendamos a aplicacdo das Boas Préticas de Laboratérios Clinicos
para a execucao do teste;

. De acordo com as instrucoes de biosseguranca, todas as amostras
devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, sugerimos
utilizar as regulamentacdes normativas locais, estaduais ou federais
para a preservacao ambiental;

. Nao misturar reagentes de lotes diferentes;

. Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando
contaminacao cruzada.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:

. Espectrofotdmetro UV/VIS;

. Tubos e pipetas;

. Banho-maria ou termostatizador na temperatura constante de 37 °C;
. Cronémetro;

AMOSTRAS BIOLOGICAS

e  SORO e PLASMA (heparinizado)

A CK Total no soro é estavel por 2 dias se conservada em temperaturade 2 a
8 °C. N&o utilizar amostras hemolisadas.

INTERFERENCIAS

Todos os anticoagulantes interferem na dosagem. Nao devem ser utilizados
soros ictéricos e amostras com Triglicérides = 900 mg/dL, hemoglobina > 200
mg/dL e bilirrubina = 40 mg/dL. Os valores sdo falsamente elevados em
pacientes que fazem uso de Anfotericina B, Ampicilina, Carbeniciclina,
Clofibrato e Clorpromazine.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observacdes

. O nivel de 4gua no banho-maria deve ser superior ao dos reagentes nos
tubos;

. A observacdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da
estabilidade dos reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo
de reacdo é de extrema importancia para se obter resultados precisos e
exatos;

. A &gua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-
se métodos adequados para as finalidades de wuso. Colunas
deionizadoras saturadas liberam diversos fons, aminas e agentes
oxidantes que deterioram os reativos.

2. Termostatizar o reagente
Ajustar a temperatura do banho-maria ou termostatizador para 37 °C. A
temperatura deve permanecer constante durante a realizagcdo do teste.

3. Leitura do teste

Comprimento de onda: 340nm;

Cubeta: 1cm;

Temperatura: 37 °C;

Medicdo: Zerar a absorbancia contra branco (4gua deionizada). E necessario
apenas um branco por bateria de testes.

4. Procedimento

Preparo do reagente: O reagente para o teste deve ser preparado na
propor¢do de 4 partes de R1-TAMPAO e 1 parte de R2-SUBSTRATO,
homogeneizar suavemente. O reagente de trabalho é estavel por até 02
semanas em temperaturade 2 a 8 °C.

Pipetar na Cubeta Amostra/Controle
Amostra/Controle 20pL
Reagente 1000pL

Procedimento: Pipetar o reagente em um tubo de ensaio, homogeneizar e
imediatamente incubar a 37 °C. Acionar o cronémetro. Apds 2 minutos ler a
absorbancia inicial (Ao). Efetuar novas leituras a cada 60 segundos, por 03
minutos (A1, Az e As3).

5. Célculos:
Apds efetuadas as leituras das absorbancias, calcular a média de variacdo das
absorbéancias por minuto (AA/min).

AA/mIN = [(Ar-Ao) + (A2-A1) + (A-A2)] /3

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

Exemplo: (Ao=1,228) (A1=1,246) (A,=1,258) (As=1,270)

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

AA/min=0,014
CK Total (U/L) = 0,014 x 8321
CK Total (U/L) = 116,5 U/L

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

1. Linearidade da reacédo:

A linearidade do método é de até 2000 U/L.

Para amostras com concentracdes mais elevadas, diluir as amostras com 1+ 2
em solucdo salina a 0,9% e repetir a determinagdo. Multiplicar o resultado por
3.



2. Valores de referéncia

Valores Normais 37°C
Mulheres 24-170 U/L
Homens 24-195U/L

Estes valores devem ser utilizados como uma orientacdo. E recomendado que
cada laboratério estabeleca seus préprios valores de referéncia.

Conversao para Sl: CK Total(U/L) x 0,017 = CK Total(OKat/L)

3. Sensibilidade
2,4 U/L

4. Comparacdo de métodos

O kit para a dosagem de CK Total foi comparado com outros Kkits
comercialmente disponiveis. Amostras diversas foram utilizadas na
comparacgao dos testes, dentre essas, soros controle e amostras de pacientes.
Os resultados obtidos mostraram boa concordancia.

5. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
da repetibilidade e reprodutibilidade do kit. Os soros foram reconstituidos
e/ou preparados seguindo as recomendacbes do fabricante. Trinta
determinacdes dos soros controle foram realizadas com o kit de CK Total da
VIDA Biotecnologia para a determinacdo da repetibilidade e 10 determinacdes
por soro controle para a reprodutibilidade. As médias das determinacoes
foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

5.1 Repetibilidade

Soro Média dos valores

Controle N obtidos DP v
SC1 30 49,0 2,45 2,72
SC2 30 145,4 2,97 2,04
SC3 30 203,6 2,88 1,41

5.2 Reprodutibilidade

Soro Média dos valores

Controle N obtidos DP v
SC1 10 47,8 2,73 5,71
SC2 10 134,8 3,02 2,24
SC3 10 204,7 5,43 2,65

6. Controle de qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo as
recomendacdes do fabricante. Dez determinacdes dos soros controle foram
realizadas com o kit de CK Total da VIDA Biotecnologia. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

Soro Média dos valores % de
Controle Valor alvo obtidos Recuperacdo
SC1 329 318 97%
SC2 674 681 101%
SC3 528 521 99%

Todo soro controle com valores determinados para o CK Total, pelo método
Cinético, pode ser utilizado.

RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

As medidas de reducdo dos riscos foram implementadas e o produto ndo
apresenta riscos maiores que os beneficios obtidos com o seu uso; e se usado
por profissionais qualificados e treinados, cientes das precaucdes descritas

nos produtos, desempenhard suas fungdes com qualidade, seguranca e
eficacia.

APRESENTACAO DOKIT
- NUMERO DE
CcODIGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES
100/230- R1-TAMPAQO 1X40mL 50
050 R2-SUBSTRATO 1x10mL
100/230- R1-TAMPAO 2 X 40mL 100
100 R2-SUBSTRATO 2 x10mL
100/230- R1-TAMPAQO 2 X 80mL 200
200 R2-SUBSTRATO 2 X 20mL

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- SCIENTIFIC DIVISION, WORKING GROUP ON ENZYMES. International
Federation of Clinical Chemistry IFCC methods for measurement of catalytic
concentration of enzymes. Clin. Chim. Acta. v. 281, v.1-2, p.55-539, 1999.

2- YOUNG, D.S. Effects of drugs on clinical laboratory tests - vol. 2, 5 ed.
Washington DC: AACC Press, 2000.

3-WESTGARD, J. O. et al. A multi-rule shewhart chart quality controlin clinical
chemistry. Clin. Chem. v.27 p.493-501, 1981

INFORMACOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que
cuidados de utilizacdo e armazenamento indicados nos rétulos e nessa
instrucdo sejam seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICAGAO E DATA DE VALIDADE, VIDE ROTULO DO
PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBU{DO POR: VIDA Biotecnologia LTDA

CNPJ: 11.308.834/0001-85

Avenida José Candido da Silveira 2100 — Horto Florestal — CEP 31035-536;
Belo Horizonte. Minas Gerais — www.vidabiotecnologia.com.br
Departamento de Servicos Associados | (31)34663351;
dsa@vidabiotecnologia.com.br

Responsével Técnico: Renato Silva CRBIO4 - 57360/04-D

Reg.M.S.: 80785070044

Rev.: 01/2022

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

Conteddo suficiente para <n> testes

Data limite de utilizagdo do produto (dd/mm/aaaa)
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Material Calibrador

Limite de temperatura (conservar a)

Consultar instrucoes de uso
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Produto para Diagnéstico In Vitro
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