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Método UV para la determinacién de la isoenzima
MB de Creatina Kinasa en suero o plasma mediante
anticuerpos anti CK-M

SIGNIFICACION CLINICA

La Creatina Kinasa (CK) es una enzima intramuscular consti-
tuida por una subunidad M (musculo) y otra subunidad B (brain
= cerebro) que se combinan dando lugar a las isoenzimas
CK-MM (muscular), CK-BB (cerebral) y CK-MB (miocardica).
La elevacion sérica de CK y de CK-MB constituye un indi-
cador de injuria de miocardio. Luego de un infarto agudo de
miocardio, en aproximadamente el 55% de los casos, el pico
maximo de elevacion de CK y CK-MB se produce en forma
simultanea, mientras que en el 45% de los casos la elevacion
maxima de CK-MB precede a la de CK total.

FUNDAMENTOS DEL METODO

El método se basa en la inhibicién especifica de las subu-
nidades CK-M con anticuerpos anti CK-M. Los anticuerpos
inhiben tanto la isoenzima MM como las subunidades M co-
rrespondientes a CK-MB. Las subunidades B se determinan
mediante el empleo de un sistema reactivo basado en una
técnica analitica optimizada por la IFCC, con N-acetilciste-
ina como activador, adicionado de anticuerpos anti CK-M.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién de buffer imidazol.

B. Reactivo B: solucion conteniendo creatina fosfato, anti-
cuerpos anti-CK M y componentes reactivos en cantidades
suficientes para las siguientes concentraciones finales:

IMIdazol ........cooeeiiiiiieeeeceee e, 100 mmol/l; pH 6,7
creatina fosfato........cccoccveiiiie i 30 mmol/l

ADP L. 2 mmol/l
GIUCOSA ... 20 mmol/Il
NADP ...ttt 2 mmol/l
hexoquINasa ..........cocuvrvuieiiiiiiiic e > 2500 U/l
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa .... ....> 2000 U/

acetato de magnesio .........occceeiiieiiiiic e,

di-(adenosina-5') pentafosfato.
N-acetil cisteina (NAC).......ccccviieiiiiiiiiieeee 20 mmol/l
Anticuerpos capaces de inhibir 1000 U/l de CK-M.
Control: vial conteniendo CK-MB de origen humano, liofili-
zada (ver tabla adjunta para valor tedrico).

REACTIVOS NO PROVISTOS
Solucién fisioldgica (cloruro de sodio 9 g/dl).
Agua destilada.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar. Estos pueden usarse

separados o como Reactivo tinico, mezclando 5 partes de
Reactivo A con 1 parte de Reactivo B (ej.: 5 ml Reactivo A
+ 1 ml Reactivo B).

Control: abrir el vial teniendo la precaucion de no perder
material. Reconstituir con el volumen de agua destilada
indicado en el rétulo. Tapar y esperar 5 minutos. Disolver el
contenido completamente por inversion del vial. EI Control
de CK-MB reconstituido se trata de la misma manera que
una muestra desconocida.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

El Control ha sido examinado para antigeno de superficie
del virus de hepatitis B, virus de hepatitis C y anticuerpos
contra HIV 1/2, encontrandose no reactivo. No obstante, las
muestras y el Control deben manipularse como si fueran
capaces de transmitir infeccion.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

Una vez abiertos, no deben permanecer fuera del refrige-
rador por periodos prolongados. Evitar contaminaciones.
Reactivo unico (premezclado): estable 20 dias en refrigera-
dor (2-10°C) a partir del momento de su mezclado.
Control reconstituido: estable 3 dias refrigerado (2-10°C),
2 dias a 25°C o 3 meses congelado (-20°C). No congelar y
descongelar repetidamente.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuando el espectrofotometro ha sido llevado a cero con
agua destilada, lecturas de absorbancia del Reactivo unico
superiores a 0,500 D.O. (a 340 nm) son indicio de deterioro
del mismo.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccién: obtener de la manera usual.

b) Aditivos: en el caso de que la muestra a emplear sea plas-
ma, debe usarse heparina o EDTA como anticoagulante. Se
recomienda el empleo de Anticoagulante W de Wiener lab.
c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
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interferencias por bilirrubina hasta 390 mg/l (39 mg/dl),
triglicéridos hasta 3,0 g/l (300 mg/dl) ni hemoglobina hasta
0,06 g/dl (60 mg/dl) (hemdlisis leve). Los sueros con hemo-
lisis visible producen valores falsamente aumentados, por lo
que no deben ser usados.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la
muestra debe ser fresca. Refrigerada (2-10°C) pierde hasta
un 10% de actividad enzimatica en un dia.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotometro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Bafio de agua a la temperatura indicada en PROCEDIMIENTO.
- Cronémetro.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 340 nm (Hg 334 6 366).

- Temperatura de reaccién: 25, 30 6 37°C. Seleccionar la
temperatura de acuerdo al instrumental. Ver los VALORES
DE REFERENCIA correspondientes a cada temperatura.

- Tiempo de reaccion: 6 minutos

- Volimenes de muestra y reactivo: pueden variarse propor-
cionalmente (ej. 100 ul muestra + 2,5 ml Reactivo Gnico o
20 ul muestra + 500 ul Reactivo unico).

PROCEDIMIENTO

TECNICA CON REACTIVO UNICO

Llevar el aparato a cero con agua destilada.

En una cubeta mantenida a la temperatura seleccionada
(25, 30 6 37°C) colocar:

Reactivo unico 1ml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:
Muestra 40 ul

Mezclar inmediatamente por inversiéon. Esperar 10 mi-
nutos. Ajustar la absorbancia a un valor de referencia
y disparar simultdneamente el cronometro. Registrar la
absorbancia cada minuto, durante 3 minutos. Determi-
nar la diferencia promedio de absorbancia/min (AA/min)
restando a cada lectura la anterior y promediando los
valores. Utilizar este promedio para los calculos.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

CK-MB (U/l) = AA/min x factor

Medida a 340 nm: CK-MB (U/l) = AA/min x 8.254

Medida a Hg 334: CK-MB (U/l) = AA/min x 8.414

Medida a Hg 366: CK-MB (U/l) = AA/min x 14.858

Los factores arriba mencionados ya contemplan la correc-
cion necesaria para convertir el valor de CK-B en CK-MB.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Control CK-MB) con actividades conocidas de CK-MB, con
cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Valores <10 U/ <16 U/l <25 Ul

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
CK-MB (U/1) x 0,017 = CK-MB (ukat/l)

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se tiene alta probabilidad de dafio de miocardio si se cum-
plen simultaneamente las siguientes condiciones:

1- La actividad de CK total excede los siguientes rangos
normales:

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Varones 10-80 U/I 15-130 U/l 24-195 U/I
Mujeres 10-70 U/I 15-110 U/I 24-170 U/I

Si se sospecha dafio de miocardio y los valores se encuen-
tran por debajo del rango normal, existe la posibilidad de un
infarto reciente. En este caso debe repetirse la determinacion
luego de 4 horas.

2- La actividad de CK-MB excede los valores normales. Ver
VALORES DE REFERENCIA.

3- El porcentaje de CK-MB se encuentra entre el 6-20% del
valor de CK total.

Si el porcentaje es menor al 6% es probable que haya dafio
del musculo esquelético. Si el porcentaje supera el 20% del
valor total de CK se puede sospechar de la presencia de
una forma macro de CK (CK atipica) que no es inhibida por
los anticuerpos anti CK-M.

La presencia de CK atipica puede determinarse por:

a) Persistencia por mas de 48 horas (la CK-MB decae apro-
ximadamente a las 30-48 horas de iniciado el infarto).

b) Estabilidad frente al tratamiento de la muestra a 40°C
durante 20 minutos.

c) Analisis electroforético (se obtiene una banda entre las
isoenzimas MM y MB).

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Muestras con actividad CK total que supera las 1000 U/I
deben diluirse con solucion fisioldgica. El resultado obtenido
debe multiplicarse por la dilucion efectuada.

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: se aplicé el protocolo EP15-A del
CLSI. Se corrieron dos niveles de actividad, cada uno por
cuadruplicado durante 5 dias. Con los datos obtenidos, se
calcularon la precision intraensayo y total.

Precision intraensayo (n = 20)

Nivel D.S. C.V.

41 Ul +0,69 U/l 1,7%

232 U/ +2,55 Ul/l 1,1%
Precision total (n = 20)

Nivel D.S. C.V.

41 Ul +0,98 Ul/l 2,4%

232 U/l + 3,94 Ul/l 1,7%
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b) Linealidad: |a reaccion es lineal hasta 500 Ul/I.

c) Sensibilidad analitica: depende del fotdmetro empleado
y de la longitud de onda. En espectrofotémetros a 340 nm
con cubetas de caras paralelas de 1 cm de espesor, para
un AA/min de 0,001, el minimo cambio de actividad detec-
table sera 8 U/l

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuario del analizador en uso.

PRESENTACION

60 ml: 1 x 50 ml A
1x10miB
1x->2mliC

(Cod. 1271361)

60 ml: 3x 17 ml A
1x10ml B
1x>2mlC

(Céd. 1009333)

84 ml: 2 x 35 ml Reactivo A
2 x 7 ml Reactivo B
1x—>2miC

(Cod. 1008118)*

120 ml: 5x 20 mlA
1x20mlB
1x—>2miC

(Cod. 1009249)

120 ml: 2 x 50 ml A
1x20mlB
1x—>2miC

(Cod. 1009608)

120 ml: 2 x 50 ml A
1x20mlB
1x—>2miC

(Cod. 1009917)
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- Stein, W. - Med. Welt 36:572 (1985).

- Szasz, G.; Busch, E.W. - Third European Congress of Clini-
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- Lorenzo, L.; Capriotti, G.; Rojkin, F. - Revista A.B.A. 55/3
(1991).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
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- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-
NCCLS) - Protocols EP 15A (2001) / EP 17A (2004).

*Marcado CE pendiente

SiMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagndstico de Wiener lab.

por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios

c € Este producto cumple con los requerimientos previstos
para el diagnoéstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Uso diagnostico "in vitro"

W Contenido suficiente para <n> ensayos
& Fecha de caducidad

,i’ Limite de temperatura (conservar a)
}I{ No congelar

& Riesgo biolégico

— Volumen después de la reconstitucion
Contenido

Numero de lote

d Elaborado por:

@ Nocivo

@ Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso
[ ] Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo

EEEEE@<>

Numero de catalogo
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Método UV para a determinagao da isoenzima MB de

Creatina Quinase em soro ou plasma utilizando anticorpos

anti CK-M

SIGNIFICADO CLINICO

A Creatina Quinase (CK) € uma enzima intramuscular consti-
tuida por uma sub-unidade M (musculo) e outra sub-unidade B
(brain = cérebro) que combinam-se dando lugar as isoenzimas
CK-MM (muscular), CK-BB (cerebral) e CK-MB (miocardica).
A elevacao sérica de CK e de CK-MB constitui um indicador
de injuria do miocardio. Depois de um enfarte agudo do
miocardio, em aproximadamente o 55% dos casos o pico
maximo de elevacdo de CK e CK-MB se produz de forma
simultanea, ao passo que 45% dos casos a elevagdo maxima
de CK-MB precede a do CK total.

FUNDAMENTOS DO METODO

O método baseia-se na inibigdo especifica das sub-unidades
CK-M com anticorpos anti CK-M. Os anticorpos inibem tanto
aisoenzima MM como as sub-unidades M correspondentes
a CK-MB. As sub-unidades B se determinam mediante o
emprego de um sistema reativo baseado em uma técnica
analitica otimizada pela IFCC, com N-acetilcisteina como
ativador, adicionada de anticorpos anti CK-M.

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: solucdo de tampéo imidazol.

B. Reagente B: solugdo contendo creatina fosfato, anti-
corpos anti-CK M e componentes reativos em quantidades
suficientes para obter as seguintes concentracdes finais:

IMIdAzZOol .....oeeeiieeeieecce e 100 mmol/l; pH 6,7
30 mmol/l

....................................................................... 2 mmol/l

20 mmol/l

....2 mmol/l

NEXOQUINASE ......covviieciiee e > 2500 U/I
glicose-6-fosfato desidrogenase...............cccc...... > 2000 U/
acetato de magnésio .. 10 mmol/l
AMP L. 5 mmol/l
di-(adenosina-5’) pentafosfato............c.cccoceeiiene 10 umol/l
N-acetil cisteina (NAC) ........cccevviiiiiiiiiiiiiie 20 mmol/l

Anticorpos capazes de inibir 1000 U/l de CK-M.
Controle: frasco contendo CK-MB de origem humano,
liofilizado (vide tabela anexa para valor tedrico).

REAGENTES NAO FORNECIDOS
Solucgéo fisiolégica (cloreto de sédio 9 g/dl).
Agua destilada.

INSTRUGOES DE USO
Reagentes Fornecidos: prontos para uso. Podem-se utilizar

separados ou como Reagente tnico misturando 5 partes de
Reagente A com 1 parte de Reagente B (ex. 5 ml Reagente
A+ 1 ml Reagente B).

Controle: abrir o frasco tendo a precaugédo de ndo perder
material. Reconstituir com o volume de agua destilada in-
dicado no rétulo. Tampar e esperar 5 minutos. Dissolver o
conteudo completamente por inversao do frasco. O Controle
de CK-MB reconstituido deve ser tratado da mesma forma
que uma amostra desconhecida.

PRECAUGOES

Os reagentes sao para uso diagnostico "in vitro".

O Controle foi examinado para antigeno de superficie do
virus da hepatite B, virus da hepatite C e anticorpos contra
HIV 1/2, encontrando-se nao reativos. No entanto, as amos-
tras e o Controle, devem-se manipular como se tratando de
material infectante.

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais
de trabalho no laboratério de andlises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas
conforme a regulacéo local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: estaveis sob refrigeragéo (2-10°C)
até a data de vencimento indicada na embalagem. Uma vez
abertos, ndo devem permanecer fora do refrigerador por
periodos prolongados. Evitar contaminagoes.

Reagente unico (pre-misturado): estavel 20 dias sob refri-
geracao (2-10°C) a partir do momento de sua reconstituigéo.
Controle reconstituido: estavel por 3 dias sob refrigeragéo
(2-10°C), por 2 dias sob 25°C ou por 3 meses congelado
(-20°C). Nao congelar e descongelar repetidamente.

INDICIOS DE INSTABILIDADE OU DETERIORAGAO
DOS REAGENTES

Quando o espectrofotdmetro for zerado com agua destilada e as
leituras de absorbancia do Reagente unico forem > 0,500 D.O.
(a 340 nm) sao indicio de deterioragdo do mesmo.

AMOSTRA

Soro ou plasma

a) Coleta: obter o soro da modo usual.

b) Aditivos: caso a amostra usada seja plasma, deve-se
utilizar heparina ou EDTA como anticoagulante. Recomenda-
se 0 emprego de Anticoagulante W de Wiener lab.

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo se obser-
vam interferéncias por bilirrubina até 390 mg/l (39 mg/dl),
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triglicerideos até 3,0 g/l (300 mg/dl), nem hemoglobina até
0,06 g/dl (60 mg/dl) (hemdlise leve). Os soros com hemdlise
visivel produzem valores falsamente aumentados, portanto
nao devem ser usados.

Referéncia bibliografica Young a efeitos de drogas neste
método.

d) Estabilidade e instru¢oes de armazenamento: a amos-
tra deve ser fresca. Refrigerada (2-10°C) perde até 10% de
atividade enzimatica em um dia.

MATERIAL NECESSARIO (nao fornecido)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Banho-maria a temperatura indicada em PROCEDIMENTO.
- Cronbmetro.

CONDIGOES DE REAGAO

- Comprimento de onda: 340 nm (Hg 334 ou 366).

- Temperatura da reagéo: 25, 30 ou 37°C. Selecionar a
temperatura conforme o instrumental. Vide VALORES
DE REFERENCIA correspondentes a cada temperatura.

- Tempo de reagdo: 6 minutos

- Os volumes de amostra e reagente podem-se variar propor-
cionalmente (ex. 100 ul amostra + 2,5 ml Reagente Unico
ou 20 ul amostra + 500 ul Reagente Unico).

PROCEDIMENTO

TECNICA COM REAGENTE UNICO

Zerar o aparelho com agua destilada.

Em uma cubeta mantida a temperatura de selecionada
(25, 30 ou 37°C) colocar:

Reagente unico 1ml

Preincubar alguns minutos, e depois adicionar:

Amostra 40 ul

Misturar imediatamente por inversao. Esperar 10 minutos.
Ajustar a absorbancia a um valor de referéncia e disparar
simultaneamente o cronémetro. Registrar a absorbancia
cada minuto, durante 3 minutos. Determinar a diferenca
média de absorbancia/min (AA/min), subtraindo a cada
leitura a anterior e tirando a média destes valores. Utilizar
esta média para os calculos.

CALCULO DOS RESULTADOS

CK-MB (U/l) = AA/min x fator

Medida a 340 nm: CK-MB (U/l) = AA/min x 8.254

Medida a Hg 334: CK-MB (U/I) = AA/min x 8.414

Medida a Hg 366: CK-MB (U/I) = AA/min x 14.858

Os fatores mencionados anteriormente ja tém incluida a
corregao necessaria para converter o valor de CK-B em
CK-MB.

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Controle CK-MB) com atividades conhecidas de CK-MB
com cada determinagao.

VALORES DE REFERENCIA

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Valores <10 U/ <16 U/l <25 Ul

CONVERSAO DE UNIDADES AO SISTEMA SI
CK-M (U/l) x 0,017 = CK-MB (ukat/l)

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Existe alta probabilidade de dano do miocardio se sédo cum-
pridas simultaneamente as seguintes condicdes:

1- A atividade de CK total excede as seguintes faixas nor-
mais:

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Homens 10-80 U/I 15-130 U/l 24-195 U/I
Mulheres 10-70 U/I 15-110 U/l 24-170 U/

Caso haja suspeita de dano de miocardio e os valores se
encontrarem inferiores a faixa normal, existe a possibilidade
de um enfarte recente. Neste caso a determinagao deve ser
repetida apos 4 horas.

2- A atividade de CK-MB excede os valores normais. Vide
VALORES DE REFERENCIA.

3- A porcentagem de CK-MB se encontra entre 6-20% do
valor de CK total.

Se a porcentagem é menor que 6% ¢é provavel que exista
dano do musculo esquelético. Se a porcentagem supera
20% do valor total de CK, pode-se suspeitar a presenca de
uma forma macro de CK (CK atipica) que néo € inibida pelos
anticorpos anti CK-M.

A presenca de CK atipica pode ser determinada por:

a) Persisténcia por mais de 48 horas (a CK-MB decai apro-
ximadamente as 30-48 horas do inicio do enfarte).

b) Estabilidade frente ao tratamento da amostra a 40°C
durante 20 minutos.

c) Analise eletroforético (obtém-se uma banda entre as
isoenzimas MM e MB).

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.
Amostras com atividades CK total que superam as 1000 U/I
devem ser diluidas com solugéo fisiolégica. O resultado
obtido deve ser multiplicado pela diluicdo efetuada.

DESEMPENHO

a) Reprodutibilidade: aplicando o protocolo EP-15A do
CLSI, se analisaram dois niveis de atividade, cada um
por quadruplicado durante 5 dias. Com os dados obtidos,
calcularam-se as precisdes intra-ensaio e total.

Precisao intra-ensaio (n = 20)

Nivel D.P. C.V.

41 UlM +0,69 U/l 1,7%

232 Ul/ +2,55 Ul/l 1,1%
Precisao total (n = 20)

Nivel D.P. C.V.

41 UlN +0,98 Ul/l 2,4%

232 U/ +3,94 Ul/l 1,7%
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b) Linearidade: a reagao ¢ linear até 500 Ul/ml.

c) Sensibilidade analitica: depende do fotdmetro utilizado e
da comprimento de onda. Em espectrofotbmetros a 340 nm
com cubetas de faces paralelas de 1 cm de espessura,
para um AA/min de 0,001, a minima mudanca de atividade
detectavel, sera 8 U/I.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programagao consultar o manual de uso do analisador
a ser utilizado.

APRESENTAGAO

60 ml: 1 x 50 ml A
1x10mIB
1x—>2miC

(Cod. 1271361)

60 ml: 3x17 mlA
1x10miB
1x—>2miC

(Cod. 1009333)

84 ml:2x35mlA
2x7mlB
1x—>2mlC

(Cod. 1008118)*

120 ml: 5x 20 mlA
1x20mlIB
1x—>2mlC

(Cod. 1009249)

120 ml: 2 x 50 ml A
1x20mlIB
1x—>2mlC

(Cod. 1009608)

120 ml: 2 x 50 ml A
1x20mlIB
1x—>2mlC

(Cod. 1009917)

REFERENCIA

-D.G.K.C. - Z. Klin. Chem. 10:281 (1972).

- 8.S.C.C. - Scand. J. Clin. Lab. Invest. 33:291 (1974).

- I.LF.C.C. - Clinica Chimica Acta 105:147F (1980).

- Wiirzburg, U. et al - J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 15:131
(1977).

- Stein, W. - Med. Welt 36:572 (1985).

- Szasz, G.; Busch, E.W. - Third European Congress of Clini-
cal Chemistry, Brighton, England, 3-8. June 1979 (Abstract).

- Lorenzo, L.; Capriotti, G.; Rojkin, F. - Revista A.B.A. 55/3
(1991).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 5" ed., 2000.

- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-
NCCLS) - Protocols EP 15A (2001) / EP 17A (2004).

* Marcagao CE pendente

SiMBOLOS
Os seguintes simbolos sao utilizados nos kits de reagentes
para diagnéstico da Wiener lab.

98/79 CE para dispositivos médicos de diagnéstico "in
vitro"

c € Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia
Representante autorizado na Comunidade Europeia
Uso médico-diagndstico "in vitro"
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CK-MB .. 1\

LIQUID LINE

AA

UV method for determination of the Creatine Kinase
MB isoenzyme in serum or plasma through monoclonal
antibodies anti CK-M

SUMMARY

Creatine Kinase (CK) is an intramuscular enzyme constituted
by a subunit M (muscle) and other subunit B (brain) which
combine giving place to isoenzymes CK-MM (muscular),
CK-BB (brain) and CK-MB (myocardial).

Serum increase of CK and of CK-MB is an indicator of
myocardial injury. After an acute myocardial infarction, in
approximately 55% of the cases, the highest increase of
CK and CK-MB is simultaneously produced, while in 45%
of the cases the highest increase of CK-MB precedes the
one total CK.

PRINCIPLE

The method is based on the specific inhibition of the CK-M
subunits with monoclonal antibodies anti CK-M. The antibod-
ies inhibit not only the MM isoenzyme but also the M subunits
corresponding to CK-MB. Subunits B are determined by
using a reactive system based on an analytical technique
optimized by the IFCC, with N-acetyl-cysteine as activator,
adding monoclonal antibodies anti-CK-M.

PROVIDED REAGENTS

A. Reagent A: imidazole buffer solution.

B. Reagent B: solution containing creatine phosphate, anti-CK
M antibodies and reactive components in sufficient containing
enough quantities to obtain the following final concentrations:

Imidazole ..........cccoooiiiiii 100 mmol/l; pH 6.7
Creatine phosphate ..........ccccceeeieeeiiiee e 30 mmol/l
ADP s 2 mmol/l
Glucose ...

NADP . ...t 2 mmol/l
HexXoKiNase........ccceviiiieiiiee e > 2500 U/I
Glucose-6-phosphate dehydrogenase . ....> 2000 U/I
Magnesium acetate ...........cccooeiiiiiiiiie e 10 mmol/l
AMP .. s 5 mmol/l
Di (adenosine-5) pentaphosphate . ... 10 umol/l
N-acetyl-cysteine (NAC).......cccocveviiiiiincicen, 20 mmol/l

Antibodies capable of inhibiting 1000 U/l of CK-M.
Control: vial containing lyophilized human CK-MB (see at-
tached table for theoretic value).

NON-PROVIDED REAGENTS
Saline Solution (9 g/dl sodium chloride).
Distilled water.

INSTRUCTIONS FOR USE
Provided Reagents: ready to use. They may be used sepa-

rately or as Monoreagent, mixing 5 parts Reagent A with
1 part Reagent B (e.g. 5 ml Reagent A + 1 ml Reagent B).
Control: open the vial carefully trying to not spill the content.
Reconstitute with the distilled water volume stated in the label.
Cap and wait for 5 minutes. Dissolve the content of the vial
completely by inversion. The reconstituted CK-MB Control is
treated in the same way as an unknown sample.

WARNINGS

Reagents are for “in vitro” diagnostic use.

Control has been tested for hepatitis B virus surface antigen,
hepatitis C virus and antibodies to HIV 1/2, being found
non-reactive. Nonetheless, it should be handled as infec-
tious material.

Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories.

The reagents and samples should be discarded according
to the local regulations in force.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS

Provided Reagents: stable at 2-10°C until the expiration
date stated on the box. Once opened, they should not remain
outside the refrigerator for extended periods of time. Avoid
contamination.

Monoreagent (premixed): stable at 2-10°C for 20 days after
reconstitution date.

Reconstituted Control: stable at 2-10°C for up to 3 days,
for 2 days at 25°C or for 3 months in freezer (-20°C). Do not
freeze and thaw repeatedly.

INSTABILITY OR DETERIORATION OF REAGENTS
When spectrophotometer has been set to zero with distilled
water, absorbance readings of Monoreagent that are higher
than 0.500 O.D. (at 340 nm) indicate deterioration.

SAMPLE

Serum or plasma

a) Collection: obtain in the usual way.

b) Additives: heparin or EDTA. The use of Wiener lab.’s
Anticoa-gulante W is recommended.

c) Known interfering substances: no interferences have been
observed by bilirubin up to 390 mg/l (39 mg/dl), triglycerides up
to 3.0 g/l (300 mg/dl) nor hemoglobin up to 0.06 g/dl (60 mg/dl)
(mild hemolysis). Sera with visible hemolysis should not be
used as they produce falsely increased values.

See Young, D.S. in References for effect of drugs on the
present method.

d) Stability and storage instructions: sample should be
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fresh. At 2-10°C, the sample loses up to 10% of the enzymatic
activity in one day.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Spectrophotometer.

- Micropipettes and pipettes for measuring the stated volumes
- Water bath at the temperature indicated under PROCEDURE.
- Stopwatch.

ASSAY CONDITIONS

- Wavelength: 340 nm (Hg 334 or 366).

- Reaction temperature: 25, 30 or 37°C. Select temperature
according to instrument. See the REFERENCE VALUES
corresponding to each temperature.

- Reaction time: 6 minutes

- Sample and reagent volumes: may vary proportionally (e.g.
100 ul sample + 2.5 ml Monoreagent or 20 ul sample + 500 ul
Monoreagent).

PROCEDURE

MONOREAGENT TECHNIQUE

Set the instrument to zero O.D. with distilled water. In a
cuvette at the selected temperature (25, 30 or 37°C) place:

Monoreagent 1ml

Pre-incubate a few minutes. Then add:

Sample 40 ul

Mix immediately by inversion. Wait for 10 minutes. Adjust
absorbance to a reference reading and simultaneously
start stopwatch. Measure absorbance every minute for 3
minutes. Determine average change in Absorbance/min
(AA/min), subtracting each reading from the previous one
and averaging these values. Use this mean for calculations.

CALCULATIONS

CK-MB (U/l) = AA/min x factor

Measure at 340 nm: CK-MB (U/l) = AA/min x 8,254
Measure at Hg 334 : CK-MB (U/l) = AA/min x 8,414
Measure at Hg 366: CK-MB (U/l) = AA/min x 14,858

The calculation factors mentioned above, already include the
correction needed to convert the value of CK-B into CK-MB.

QUALITY CONTROL METHOD
Each time the test is running, analyze two levels of a quality
control material (CK-MB Control) with known CK-MB activities.

REFERENCE VALUES
Temperature 25°C 30°C 37°C
Values <10 U/ <16 U/l <25 Ul

SI SYSTEM UNITS CONVERSION
CK-MB (U/1) x 0.017 = CK-MB (ukat/l)

INTERPRETATION OF RESULTS
Ahigh probability of myocardial damage exists if the following
conditions are simultaneously met:

1- Total CK activity exceeds the following normal ranges:

Temperature 25°C 30°C 37°C
Men 10-80 U/I 15-130 U/l 24-195 U/l
Women 10-70 U/I 15-110 U/l 24-170 U/l

The possibility of a recent infarction exists if myocardial dam-
age is suspected and values are below the normal range. In
this case repeat testing after 4 hours.

2- CK-MB activity exceeds normal values. See REFERENCE
VALUES.

3- The CK-MB percentage is found between the 6-20% of
the total CK value.

If the percentage is bellow 6% there is probably damage to the
skeletal muscle. If the percentage is over 20% of the total CK
value the presence of a macro kind of CK (atypical CK) which
is not inhibited by the anti-CK-M antibodies, can be suspected.
The atypical CK presence may be determined by:

a) Persistence for more than 48 hours (the CK-MB decays
approximately at 30-48 hours after the onset of the infarction).
b) Stability when treating the sample at 40°C during 20 minutes.
c) Electrophoretic analysis (a band between MM and MB
isoenzymes is obtained).

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known interfering substances under SAMPLE.
Samples with total CK activity over 1000 U/l should be diluted
with saline solution. The obtained result should be multiplied
by the dilution performed.

PERFORMANCE

a) Reproducibility: CLSI protocol EP15-A was applied.
Three concentration levels were tested, in replicates by four,
during 5 days. With the obtained data, total and intra-assay
precision were calculated.

Intra-assay precision (n = 20)

Level S.D. C.V.
41 UlN +0.69 Ul/l 1.7 %
232 Ul +2.55 Ul/l 1.1 %
Total precision (n = 20)
Level S.D. C.V.
41 UlN +0.98 Ul/l 2.4 %
232 Ul +3.94 Ul/l 1.7 %

b) Linearity: the reaction is linear up to 500 Ul/I.

c) Analytical sensitivity: depends on the photometer used
and wavelength. In spectrophotometer at 340 nm with 1 cm
optical length square cuvettes, for AA/min of 0.001, the mini-
mum detectable activity change will be of 8 U/I.

PARAMETERS FOR AUTOANALYZERS
For programming instructions check the user’s manual of the
autoanalyzer in use.

WIENER LAB PROVIDES

60 ml: 1 x 50 mlA
1x10ml B
1x—>2mlC

(Cat. N° 1271361)
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60 ml: 3x 17 mlA SYMBOLS
1x10mi B The following symbols are used in the packaging for Wiener
1x—>2mlC lab. diagnostic reagents kits.

(Cat. N° 1009333)

84 ml:2x35mlA

This product fulfills the requirements of the European
Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices

2x7mlB
1x—>2mlC
(Cat. N° 1008118)* Authorized representative in the European Community
120 ml: 5x20 mlA "In vitro" diagnostic medical device
1x20 ml B
1x—>2mlC W Contains sufficient for <n> tests
(Cat. N° 1009249)
g Use by
120 ml: 2 x 50 mlA
1x20mIB " Temperature limitation (store at)
1x—>2mlC
(Cat. N° 1009608) ® Do not freeze
120 ml: 12 ng mllg & Biological risks
x20m
1x—>2mlC — Volume after reconstitution
(Cat. N° 1009917)
Contents
REFERENCES
-D.G.K.C. - Z. Klin. Chem. 10:281 (1972). Lot Batch code
- 8.S.C.C. - Scand. J. Clin. Lab. Invest. 33:291 (1974). ol Manufactured by:
-1.F.C.C. - Clinica Chimica Acta 105:147F (1980). anutaciured by:
- \(/\1/;r727b)urg, U. et al - J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 15:131 (@ Harmiul
- Stein, W. - Med. Welt 36:572 (1985). N c ive / Causti
- Szasz, G.; Busch, E.W. - Third European Congress of A4 orrosive F-austie
Clinical Chemistry, Brighton, England, 3-8. June 1979 = .
(Abstract). <©» Irritant
- |(_1oégr11§o, L.; Capriotti, G.; Rojkin, F. - Revista A.B.A. 55/3 T Consult instructions for use
-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests", [Game] ] i
AACC Pross, 5% e 2000 Y sl Calbrator
- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex- Control

NCCLS) - Protocols EP 15A (2001) / EP 17A (2004).
Positive Control

[conTROL - Negative Control

E Catalog number
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CK-MB . WAV

LINIA PLYNNA

AA

Metoda UV oznaczania poziomu izoenzymu MB kinazy kreatynowej w

Nr kat. 1271361  Nr kat. 1009608
Nr kat. 1009249  Nr kat. 1009917
Nr kat. 1009333  Nr kat. 1008118

surowicy krwi lub osoczu przeciwciatami monoklonalnymi anty CK-M

WSTEP

Kinaza kreatynowa (CK) jest enzymem migs$ni ztozonym z
podjednostki M (miesien) oraz podjednostki B (brain - ang.
modzg), ktére tgczg sie ze sobg tworzac nastepujace izoen-
zymy CK-MM w mig$niach, CK-BB w mézgu oraz CK-MB
w miesniu sercowym. Poziom CK i CK-MB w surowicy jest
wskaznikiem uszkodzenia migs$nia serca. Po ostrym zawale
miesnia sercowego, w ok. 55% przypadkéw poziom sz-
czytowy CKi CK-MB wzrasta réwnoczesnie, natomiast u 45%
najwyzszy wzrost CK-MB wyprzedza wzrost catkowitego CK.

ZASADA DZIALANIA

Metoda jest oparta na specyficznym wychwycie podjed-
nostek CK-M przeciwciatami monoklonalnymi anty CK-M.
Przeciwciata wychwytujg nie tylko izoenzym MM ale réwniez
podjednostki M zwigzane z CK-MB. Podjednostki B sg
oznaczane przez zastosowanie uktadu reakcji opartego
na analitycznej metodzie zoptymalizowanej przez IFCC
przy uzyciu N-acetylocysteiny jako aktywatora i dodaniu
przeciwciat monoklonalnych anty CK-M

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

A. Odczynnik A: roztwoér buforu imidazolowego.

B. Odczynnik B: roztwory zawierajg fosforan kreatyniny,
przeciwciata anty CK-M oraz sktadniki reakcji w wystarczajacej
ilosci do otrzymania koncowych stezen reakgiji:

IMIidazol .......cc.oeeviiieiciee e 100 mmol/l; pH 6.7
Fosforan kreatyniny ...........ccccoovviieiiiinciccn, 30 mmol/l
ADP ..o ...2 mmol/l
Glukoza ... 20 mmol/l
NADP......ccoviieininnns ....2 mmol/l
Heksokinaza (HK).........ccoooeiiiiieiieiiciicee >2 500 U/

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu (G-6-PDH)> 2 000 U/I

OcCtan MagNeZu ..........cceveiiiiieiiiie e 10 mmol/I
AMP .o ....5mmol/l
Dwu (adenozyno-5') pentozofosforan................... 10 umol/l

N-acetylo-cysteina (NAC)........ccceevveiiieeiieiieee. 20 mmol/l
Monoklonalne przeciwciata zdolne do zwigzania 1000 U/I
CK-M.

Proba kontrolna: fiolka zawierajgca liofilizowang ludzkg
CK-MB (patrz zatgczona tabela teoretycznych wartosci).

NIEDOSTARCZNE ODCZYNNIKI
Roztwér soli fizjologicznej (9 g/dl chlorku sodu).
Woda destylowana.

INSTRUKCJA UZYCIA
Dostarczane odczynniki: gotowe do zastosowania. Moga

by¢ uzyte samodzielnie lub jako Monoodczynnik, zmiesza¢
5 czesci Odczynnika A z 1 czescig odczynnika B (np. 5 ml
Odczynnika A + 1 ml Odczynnika B).

Préba kontrolna: otworzy¢ fiolke ostroznie unikajgc utra-
ty materiatu. Dopetni¢ destylowang wodg o okreslonej
objetosci jak na etykiecie fiolki. Zamkng¢ i odczekaé 5 min.
Rozpusci¢ zawartosc fiolki catkowicie poprzez odwrécenie.
Przygotowang probe kontrolng CK-MB nalezy traktowac
podobnie jak materiat nieznany.

OSTRZEZENIA

Odczynniki wytgcznie do uzycia in vitro.

Proéba kontrolna zostata przebadana i znaleziono niereagujgcy
na HIV, HCV i HBV Jednak powinna by¢ traktowana jako
materiat zakazny. Stosowac¢ odczynniki zgodnie z procedu-
rami dla laboratoriéw klinicznych.

Odczynniki i materiat badany powinni by¢ odrzucone zgodnie
z lokalnymi przepisami.

TRWALOSC | WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Dostarczone odczynniki: trwate w lodéwce w tempera-
turze 2-10°C do konca daty waznos$ci umieszczonej na
opakowaniu. Po otwarciu nie powinien przebywaé zbyt dtugo
poza lodéwka. Unikaé zanieczyszczenia.

Monoodczynnik (uprzednio zmieszany): trwaty w lodéwce w
temperaturze 2-10°C przez 20 dni od daty przygotowania.
Rozpuszczona proba kontrolna: trwata w lodéwce w tempe-
raturze 2-10°C przez 3 dni, przez 2 dni w temp. 25°C lub 3
miesigce w zamrazarce (-20°C). Nie poddawa¢ powtérnemu
zamrozeniu i rozmrozeniu.

BRAK TRWALOSCI | POGORSZENIE JAKOSCI
ODCZYNNIKOW

Spektrofotometr ustawiony na zero przy wodzie destylowane;j
wskazujgcy absorbancje przygotowanego Monoodczynnika
powyzej 0,500 O.D. (przy 340 nm) wskazuje na pogorszenie
jakosci.

MATERIAL BADANY

Surowica lub osocze

a) Pobranie: otrzyma¢ w klasyczny sposéb.

b) Substancje dodatkowe: heparyna lub EDTA. Wiener lab.
zaleca Anticoagulante W Wiener lab.

c) Znane interakcje: osocze z widoczng lub znaczng
hemolizg nie powinno by¢ zastosowane ze wzgledu na
mozliwos¢ fatszywie dodatnich podwyzszonych wartosci.
Nie obserwowano zadnych interakgiji z bilirubing do 390 mg/dl (39
mg/dl), tréjglicerydami do 3,0 g/l (300 mg/dl), oraz z
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hemoglobing do 0,06 g/dl (60 mg/dl) (tagodna hemoliza).
Sprawdz zrodio: Young, D.S. w sprawie wptywu lekdw w
tej metodzie

d) Trwatosé¢ i instrukcja przechowywania: materiat
powinien by¢ swiezy. W temp. 2-10°C materiat traci w ciggu
jednego dnia ok 10% aktywnos$ci enzymatycznej.

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET (niedostarczany)

- Spektrofotometr,

- Mikropipety i pipety do pomiaru objetosci,

- kaznia wodna o temperaturze wskazanej w PROCE-
DURZE,

- Stoper.

WARUNKI DLA PRZEPROWADZENIA TESTU

- Dlugosé fali: 340 nm (Hg 334 lub 366).

- Temperatura reakgiji: 25, 30 lub 37°C. Wybrac¢ temperature
zgodnie ze sprzetem. Patrz WARTOSCI REFERENCYJNE
odpowiadajgce danej temperaturze.

- Czas reakgji: 6 min.

- Objetosci materiatu i odczynnikdw moga sig réznié propor-
cjonalnie (np. 100 ul materiatu + 2,5 ml Monoodczynnika
lub 20 ul materiatu + 500 ul Monoodczynnika).

PROCEDURA

TECHNIKA MONOODCZYNNIKA

Ustawi¢ instrument na zero O.D. na wodzie destylowanej.
W wybranej temperaturze 25, 30 lub 37°C umiesci¢ w
kuwecie:

Monoodczynnik 1ml

Preinkubowac przez kilka minut a nastepnie dodac:
Materiat 40 ul

Zmiesza¢ natychmiast przez odwrécenie. Odczekac
10 min. Ustawi¢ absorbancje na wtasciwy odczyt i
réwnoczesnie wigczy¢ stoper. Dokona¢ pomiaru absor-
bancji co minute w ciggu 3 min. Okresli¢ srednig zmiane
absorbancji Absorbancja/min (AA/min), odejmujac kazdy
odczyt od poprzedniego i obliczajgc srednig wartos¢. Uzy¢
Sredniej do obliczen.

OBLICZENIA

CK MB (U/l) = AA/min x wspotczynnik

Pomiar przy 340 nm: CK-MB (U/l) = AA/min x 8254
Pomiar przy Hg 334: CK-MB (U/l) = AA/min x 8414
Pomiar przy Hg 366: CK-MB (U/I) = AA/min x 14858
Obliczenia wspétczynnikéw powyzej wymienionych zawierajg
juz niezbednag poprawke na konwersje wartosci CK-B do
CK-MB.

METODA KONTROLI JAKOSCI

Za kazdym razem gdy przeprowadzane jest badanie nalezy
przeprowadzi¢ probe kontroli jakosci na dwoch poziomach
z materialem (CK-MB Control) przy znanym poziomie
aktywnosci CK-MB.

WARTOSCI REFERENCYJNE

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Wartosci <10 U/ <16 U/ <25 Ul
KONWERSJA JEDNOSTEK SI

CK-MB (U/1) x 0,017 = CK-MB (ukat/l)

INTERPRETACJA WYNIKOW

Istnieje wysokie prawdopodobienstwo uszkodzenia miesnia
sercowego jezeli rownocze$nie nastepujgce warunki sg
spetnione.

1- Catkowita aktywnos¢ CK przekracza nastepujgce zakresy norm:

Temperatura 25°C 30°C 37°C
Mezczyzni 10-80 U/I 15-130 U/I 24-195 U/l
Kobiety 10-70 U/l 15-110 U/I 24-170 U/l

Istnieje mozliwo$¢ wczesnego zawatu migsnia sercowego
przy wartosciach ponizej normy i podejrzeniu uszkodzenia
migsnia serca. W takich przypadkach nalezy powtoérzyé
badanie po 4 godzinach.

2- aktywno$¢ CK-MB przekracza warto$ci normatywne. Patrz
WARTOSCI REFERENCYJNE.

3- Procent CK-MB wystepuje w zakresie 6-20% catkowitej
wartosci CK.

Jezeli wartos¢ procentowa spada ponizej 6% mamy praw-
dopodobnie do czynienia z uszkodzeniem migsni szkiele-
towych. Jezeli warto$¢ procentowa wynosi powyzej 20%
catkowitej warto$ci CK podejrzewamy obecnos$¢ atypowej
CK (o duzych rozmiarach) ktéra nie jest wytapywana przez
przeciwciata anty CK-M.

Obecnosc¢ atypowej CK moze zosta¢ okreslona poprzez:
a) Utrzymanie materiatu diuzej niz 48 godzin (CK-MB ulega
rozpadowi ok. 30-48 godzin po pojawieniu sie ogniska zawatu).
b) Utrzymanie trwatosci gdy proces przeprowadza sie w
temperaturze 40°C w ciggu 20 minut.

c) Elektroforeze (zakres pomiedzy izoenzymami MM oraz MB).

OGRANICZENIA PROCEDURY

Patrz Znane interakcje w rozdziale MATERIAL.

Materiat z aktywnoscig catkowitg CK ponad 1000 U/l (przy
temp. 25°C), powinien zosta¢ rozcienczony solg fizjologiczna.
Otrzymane wyniki nalezy pomnozy¢ przez warto$¢ wyko-
nanych rozcienczen.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

a) Powtarzalnos¢: wykonano zgodnie z protokotem CLSI
EP15-A. Trzy poziomy stezen zostaty przebadane w czterech
powtdrzeniach w ciggu 5 dni. Na podstawie otrzymanych
danych obliczono precyzje catkowitg i w trakcie badania.

Doktadnos¢ w trakcie badania (n = 20)

Poziom S.D. C.V.

41 Ul + 0,69 U/l 1,7 %

232 Ul +2,55 Ul/l 1,1 %
Doktadnos¢ catkowita (n = 20)

Poziom S.D. C.V.

41 Ul +0,98Ul/ 2,4 %

232 Ul +3,94 Ul/l 1,7 %
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b) Linijnos$¢: reakcja jest linijna do 500 Ul/I.

c) Czutos¢ diagnostyczna: zalezy od zastosowanego
fotometru i dtugosci fali. W spektrofotometrze przy dtugosci
fali 340 nm i zastosowaniu kuwety kwadratowej o optycznej
dtugosci 1 cm, dla AA/min wynoszacej 0,001, minimalna
wykrywalna zmiana aktywnosci wynosi 8 U/l.

PARAMETERY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZNYCH
Nalezy zapozna¢ sie z instrukcjg obstugi celem progra-
mowania analizatoréw automatycznych.

WIENER LAB DOSTARCZA

60 ml: 1 x 50 ml A
1x10mIB
1xC—2ml

(Nr kat. 1271361)

60 ml: 3x17 mlA
1x10miB
1xC—2ml

(Nr kat. 1009333)

84 ml:2x35mlA
2x7mlB
1xC—2ml

(Nr kat. 1008118)

120 ml: 5x 20 mlA
1x20mIB
1xC—2ml

(Nr kat. 1009249)

120 ml: 2 x 50 ml A
1x20mIB
1xC—2ml

(Nr kat. 1009608)

120 ml: 2 x 50 ml A
1x20mIB
1xC—2ml

(Nr kat. 1009917)
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Oznaczenia

Nastepujgce symbole sg zastosowane na opakowaniach

zestawodw odczynnikéw diagnostycznych.

c € Ten produkt spetnia wymagania Dyrektywy Europej-
skiej 98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych
do diagnozy "in vitro"
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