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CK-NAC W\
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Método UV optimizado (IFCC) para la determinacion de
Creatina Kinasa (CK) en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La creatina kinasa (CK) es una enzima intracelular localizada
en mayor proporcion en musculos cardiaco y esquelético y
también en cerebro. Un aumento en la actividad sérica, es
por lo tanto indicio de lesion celular.

En el caso del infarto agudo de miocardio (IAM), la actividad
sérica de CK comienza a aumentar entre 2 y 6 horas después
de producido el episodio y alcanza un maximo después de
18 a 24 horas. Los picos alcanzados pueden llegar a ser 20
veces el limite superior normal, razén por la cual es quizas
la prueba mas sensible para el diagndstico de IAM.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Basado en el siguiente esquema reaccionante:

creatina kinasa
creatina fosfato + ADP ————— > creatina + ATP

hexoquinasa

ATP + glucosa ADP + glucosa-6-P

G-6-PDH
glucosa-6-P + NADP* — . gluconato-6-P + NADPH + H*

En la reaccion interviene la N-acetilcisteina (NAC) como
activador de la creatina kinasa, recomendado por la |.F.C.C.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién de buffer imidazol.

B. Reactivo B: solucién de componentes conteniendo creati-
na fosfato y componentes reactivos en cantidades suficientes
para las siguientes concentraciones finales:

IMIdAzZOol ....ccooieiiiiieee e 100 mmol/l; pH 6,7
creatina fosfato...........ccoveiiiiiiiiiiie 30 mmol/l

....2 mmol/l
GIUCOSA ... 20 mmol/l
NADP . ...t 2 mmol/l
hexoquinasa ..........cccccveeeeciieeeiiee e > 2500 U/I
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH)... > 2000 U/I
acetato de magnesio .........occceeeiiieiiii e, 10 mmol/l
AMP Lo ....5 mmol/l
di-(adenosina-5') pentafosfato. ...10 umol/l
N-acetilcisteina..........cocoveiiiiiiiii e 20 mmol/l

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivos Provistos: listos para usar. Estos pueden usarse
separados o como Reactivo tnico, mezclando 5 partes de
Reactivo A con 1 parte de Reactivo B (ej.: 5 ml Reactivo A
+ 1 ml Reactivo B).

PRECAUCIONES
Los reactivos son para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

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 Gnico (premezclado): estable 20 dias en refrigera-
dor (2-10°C) a partir de la fecha de su preparacion.

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
> 0,800 D.O. (a 340 nm) son indicio de deterioro del mismo.

MUESTRA

Suero o plasma heparinizado

a) Recoleccién: se debe obtener de la manera usual.

b) Aditivos: en caso de emplear plasma, debe usarse he-
parina como anticoagulante.

c) Sustancias interferentes conocidas: no interfieren bili-
rrubina hasta 390 mg/I (39 mg/dl), triglicéridos hasta 12,5 g/l
(1250 mg/dl) ni hemoglobina hasta 0,15 g/dl (150 mg/dI).
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 preferentemente fresca. Puede conser-
varse hasta 1 semana en refrigerador (2-10°C).

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.

- Bafio de agua a la temperatura indicada en el procedi-
miento.

- Cronémetro.

CONDICIONES DE REACCION

(Aumento de absorbancia)

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

- Temperatura de reaccion: 25, 30 6 37°C. Ver los VALORES
DE REFERENCIA correspondientes a cada temperatura.

- Tiempo de reaccion: varia de acuerdo al procedimiento
seleccionado.
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PROCEDIMIENTO

TECNICA CON REACTIVO UNICO
Llevar el aparato a cero con agua destilada.
A) 30 - 37°C
En una cubeta mantenida a 30-37°C, colocar:

Reactivo unico 1 ml

Preincubar 3-4 minutos. Luego agregar:
Muestra 40 ul

Mezclar inmediatamente y esperar 3 minutos. Ajustar la
absorbancia a una lectura de referencia disparando si-
multaneamente el cronémetro. Registrar la absorbancia
luego de 1, 2 y 3 minutos de la primera lectura. Deter-
minar la diferencia promedio de absorbancia/min (AA/
min), restando cada lectura de la anterior y promediando
los valores. Utilizar este promedio para los calculos.

B) 25°C
Seguir el procedimiento indicado en A), pero emplean-
do 80 ul de Muestra y esperando 4 minutos luego del
agregado de la misma.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

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

En cada caso debera emplearse el factor de calculo corres-
pondiente, como se indica en la siguiente tabla:

Temperatura 30-37°C 255G
Long. onda

340 nm 4127 2.142

334 nm 4.207 2.183

366 nm 7.429 3.856

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con actividades conocidas de
creatina kinasa, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
Temperatura  25°C 30°C 37°CO

Varones hasta 80 U/l hasta 130 U/l  hasta 195 U/I
Mujeres hasta 70 U/l hasta 110 U/l hasta 170 U/l
()Calculados

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
Creatina kinasa (U/l) x 0,017 = Creatina kinasa (ukat/l)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

PERFORMANCE

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

*Marcado CE pendiente

Precision intraensayo (n = 20)

Nivel D.S. C.V.
162 U/l +1,08 U/l 0,66%
362 U/l £1,61 U/ 0,44%
Precision total (n = 20)
Nivel D.S. C.V.
163 U/l +4,10 U/l 2,51%
356 U/l +6,72 U/l 1,89%

b) Linealidad: normalmente, la reaccion es lineal hasta un
AA/min de 0,130 D.O. (aproximadamente 550 U/l). Para
valores superiores diluir la muestra 1/2 6 1/5 con solucion
fisiolodgica y repetir la determinacion respetando las mismas
condiciones de ensayo y multiplicando los resultados por
la dilucion efectuada. En analizadores automaticos puede
observarse una linelidad de hasta 1800 U/I.

c) Sensibilidad analitica: depende del fotdémetro empleado y
de la longitud de onda. En espectrofotometros 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 detectable sera 8 U/l

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

PRESENTACION

120 ml: 5 x 20 ml Reactivo A
1 x 20 ml Reactivo B

(Cod. 1271360)

120 ml: 5 x 20 ml Reactivo A
1 x 20 ml Reactivo B
(Cdod. 1009331)

120 ml: 5 x 20 ml Reactivo A
1 x 20 ml Reactivo B
(Cdéd. 1009251)

168 ml: 4 x 35 ml Reactivo A
4 x 7 ml Reactivo B
(Cod. 1008119)*

240 ml: 4 x 50 ml Reactivo A
2 x 20 ml Reactivo B
(Cod. 1009609)

240 ml: 4 x 50 ml Reactivo A
2 x 20 ml Reactivo B
(Cod. 1009918)

BIBLIOGRAFIA

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

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

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

- LLF.C.C. - Ann. Biol. Clin. 44/4:419 (1986).

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

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

- Szasz, G.; Busch, E.W. - 3 European Congress of Clinical
Chemistry, Brighton, England, 3-8 June, 1979.

- NCCLS document "Evaluation of the Linearity of Quantita-
tive Analytical Methods", EP6-P, (1986).

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

LINHA LiQUIDA

CK-NAC I
AA

Método UV otimizado (IFCC) para a determinagao de
Creatina Quinase (CK) em soro ou plasma

SIGNIFICADO CLINICO

Acreatina quinase (CK) € uma enzima intracelular, localizada
em maior proporgdo no musculo esquelético, no musculo
cardiaco e no cérebro. Um aumento na atividade sérica, é
portanto, indicio de les&o celular.

No caso do enfarte agudo de miocardio (EAM), a atividade
sérica de CK comega a aumentar entre 2 e 6 horas apos
ter sido produzido o episddio, alcangando um valor maximo
apods de 18 a 24 horas. Os picos alcangados podem chegar
a ser 20 vezes o limite superior normal, razdo pela qual seja
talvez, a prova mais sensivel para o diagnostico de EAM.

FUNDAMENTOS DO METODO
Baseado no seguinte esquema de reagoes:

creatina quinase
creatina fosfato + ADP —— = creatina + ATP

hexoquinase

ATP + glicose ADP + glicose-6-P

G-6-PDH
glicose-6-P + NADP* ~ (gliconato-6-P + NADPH + H*

No esquema de reacdes intervém a N-acetilcisteina (NAC)
como ativador da creatina quinase, recomendado pela |.F.C.C.

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: solucdo de tampao imidazol.

B. Reagente B: solucdo de componentes contendo creatina
fosfato e componentes reativos em quantidades suficientes
para obter as seguintes concentragées finais:

IMIdazol ........oooveiiieecee e 100 mmol/l; pH 6,7
creatina fosfato..........cooiiiiiiii 30 mmol/l
....2 mmol/l

20 mmol/l

..................................................................... 2 mmol/I
heXoqUINASE .......cccuvieeiiieecee e > 2500 U/I
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) ...... > 2000 U/
acetato de magnesio ........coooveeiiiiiiiiiie e 10 mmol/l
AMP ..o ... 5 mmol/l
di-(adenosina-5') pentafosfato. ... 10 umol/l
N-acetilcisteina.........cccocoiviiiiiiiei e 20 mmol/l

INSTRUGOES PARA USO

Reagentes Fornecidos: prontos para uso. Podem-se utilizar
separados ou como Reagente tinico misturando 5 partes de
Reagente A com 1 parte de Reagente B (ex. 5 ml Reagente
A + 1 ml Reagente B).

PRECAUGOES
Os reagentes s&o para uso diagnostico "in vitro".

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 regulagao local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: estaveis sob refrigeragao (2-10°C)
até a data de vencimento indicada na embalagem.

Uma vez abertos, ndo devem permanecer fora do refrigerador
por periodos prolongados. Evitar contaminacoes.
Reagente unico (pré-misturado): estavel por 20 dias sob
refrigeragéo (2-10°C) a contar da data de sua preparagéo.

INDICIOS DE INSTABILIDADE OU DETERIORAGAO
DOS REAGENTES

Quando o espectrofotdmetro for zerado com agua destilada e as
leituras de absorbancia do Reagente unico forem > 0,800 D.O.
(a 340 nm) sao indicio de deterioragdo do mesmo.

AMOSTRA

Soro ou plasma heparinizado

a) Coleta: deve-se obter da maneira habitual.

b) Aditivos: caso de empregar plasma, deve-se utilizar
heparina como anticoagulante.

c) Substancias interferentes conhecidas: nao interferem
bilirrubina até 390 mg/I (39 mg/dl), triglicerideos até 12,5 g/l
(1250 mg/dl), nem hemoglobina até 0,15 g/dl (150 mg/dl).
Referéncia bibliografica Young a efeitos de drogas neste
método.

d) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: a amos-
tra deve ser preferencialmente fresca. Pode ser conservada
durante até uma semana sob refrigeragéo (2-10°C).

MATERIAL NECESSARIO (n&o fornecido)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas e pipetas capazes de medir os volumes
indicados.

- Banho-maria a temperatura indicada no procedimento.

- Cronémetro.

CONDIGOES DE REAGAO

(Aumento de absorbancia)

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

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

- Tempo de reagéo: varia segundo o procedimento sele-
cionado.
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PROCEDIMENTO

TECNICA COM REAGENTE UNICO
Zerar o aparelho com agua destilada.
A) 30 - 37°C
Em uma cubeta mantida, a 30-37°C colocar:

Reagente unico 1 ml

Preincubar 3-4 minutos, e depois adicionar:

Amostra 40 ul

Misturar imediatamente e esperar 3 minutos. Ajustar a
absorbancia a uma leitura de referéncia e disparar si-
multaneamente o crondmetro. Registrar a absorbancia
depois de 1-2 e 3 minutos da primeira leitura. Determi-
nar a diferenca média de absorbancia/min (AA/min),
subtraindo cada leitura da anterior e tirando a média
destes valores. Utilizar esta média para os calculos.
B) 25°C

Seguir o procedimento indicado em A), mais empre-
gando 80 ul de Amostra e esperando 4 minutos depois
do acréscimo da mesma.

CALCULO DOS RESULTADOS

CK (U/1) = AA/min x fator

Em cada caso deve ser empregado o fator de calculo cor-
respondente como ¢ indicado na seguinte tabela de fatores:

Temperatura
30-37°C 25°C
Long. onda
340 nm 4.127 2.142
334 nm 4.207 2.183
366 nm 7.429 3.856

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Standatrol S-E 2 niveles) com atividades conhecidas de
creatina quinase, com cada determinagao.

VALORES DE REFERENCIA

Temperatura 25°C 30°C 37°C*
Homens até 80 U/l até 130 U/l até 195 U/l
Mulheres até 70 U/l até 110 U/l até 170 U/l
() Calculados

Recomenda-se que cada laboratério estabelega os seus
proprios valores de referéncia.

CONVERSAO DE UNIDADES AO SISTEMA SI
Creatina quinase (U/l) x 0,017 = Creatina quinase (ukat/l)

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO
Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.

DESEMPENHO

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

* Marcagao CE pendente

Precisao intra-ensaio (n = 20)

Nivel D.P. C.V.
162 U/l +1,08 U/I 0,66 %
362 U/l +1,61 U/ 0,44 %
Precisao total (n = 20)
Nivel D.P. C.V.
163 U/l +4,10 U/l 2,51 %
356 U/l +6,72 U/l 1,89 %

b) Linearidade: normalmente, a reacéo ¢é linear até um AA/min
de 0,130 D.O. (aproximadamente 550 U/l). Para valores supe-
riores, diluir a amostra 1/2 ou 1/5 com solugéo fisiologica e
repetir a determinagao, respeitando as mesmas condigbes
de ensaio e multiplicando os resultados pela diluigéo efe-
tuada. Em analisadores automaticos pode-se observar una
linearidade até 1800 U/I.

c) Sensibilidade analitica: depende do fotdmetro empregado e
da comprimento de onda. Em espectrofotdmetros a 340 nm com
cubas de fases paralelas de 1 cm de espessura, para um AA/min
de 0,001 amudanga minima de atividade detectavel sera de 8 U/l.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programagéo consultar o manual de uso do anali-
sador a ser utilizado.

APRESENTAGAO

120 ml: 5 x 20 ml Reagente A
1 x 20 ml Reagente B

(Céd. 1271360)

120 ml: 5 x 20 ml Reagente A
1 x 20 ml Reagente B

(Cod. 1009331)

120 ml: 5 x 20 ml Reagente A
1 x 20 ml Reagente B

(Céd. 1009251)

168 ml: 4 x 35 ml Reagente A
4 x 7 ml Reagente B

(Céd. 1008119)*

240 ml: 4 x 50 ml Reagente A
2 x 20 ml Reagente B

(Cod. 1009609)

240 ml: 4 x 50 ml Reagente A
2 x 20 ml Reagente B

(Cod. 1009918)

REFERENCIA

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

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

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

- L.LF.C.C. - Ann. Biol. Clin. 44/4:419 (1986).

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

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

- Szasz, G.; Busch, E.W. - 3" European Congress of Clinical
Chemistry, Brighton, England, 3-8 June, 1979.

- NCCLS document "Evaluation of the Linearity of Quantita-
tive Analytical Methods", EP6-P, (1986).

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

CK-NAC
AA

Optimized UV method (IFCC) for the determination of
Creatine Kinase (CK) in serum or plasma

SUMMARY

Creatine Kinase (CK) is an intracellular enzyme mostly found
in skeletal and heart muscles, as well as in brain. Therefore,
an increase in serum activity indicates cellular damage.

In Acute Myocardial Infarction (AMI), the increase of CK
serum activity starts 2 to 6 hours after the onset and reaches
its peak after 18 to 24 hours. Since peaks may be 20 times
the highest peak increase, this is perhaps the most sensitive
test for AMI diagnosis.

PRINCIPLE
The reaction system is as follows:

creatine kinase
creatine phosphate + ADP — = creatine + ATP

hexoquinase

ATP + glucose ADP + glucose-6-P

G-6-PDH
glucose-6-P + NADP* — = gluconate-6-P + NADPH + H*
In the reaction system, N-Acetyl-cysteine (NAC) works as
activator of the Creatine Kinase, recommended by the IFCC.

PROVIDED REAGENTS

A. Reagent A: imidazole buffer solution.

B. Reagent B: compound solution containing creatine phos-
phate and reactive components in the required quantities for
the following final concentrations:

Imidazole .........cocooeeiiiiee e 100 mmol/l; pH 6.7
Creatine phosphate ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiee e 30 mmol/l
ADP .o 2 mmol/l
Glucose ...

NADP ...
HeXoKINase........c.oouiiiiiiiii e > 2500 U/l
Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PDH)...> 2000 U/I
Magnesium acetate ...........ccccooiiiiiiiiiiie 10 mmol/l
AMP L 5 mmol/l
Di (adenosine-5") pentaphosphate . ... 10 umol/l
N-Acetyl-cysteine. ..o 20 mmol/l

INSTRUCTIONS FOR USE

Provided Reagents: ready to use. These may be used
separately as monoreagent, mixing 5 parts Reagent A with
1 part Reagent B (e.g.: 5 ml Reagent A + 1 ml Reagent B).

WARNINGS

Reagents are for "in vitro" diagnostic use.

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 be maintained out of the re-
frigerator for extended periods of time. Avoid contamination.
(Premixed) Monoreagent: stable at 2-10°C for up to 20 days
from preparation date.

INSTABILITY OR DETERIORATION OF REAGENTS

When the spectrophotometer has been set to zero with
distilled water, absorbance readings of the Monoreagent
higher than 0.800 O.D. (at 340 nm) indicate its deterioration.

SAMPLE

Serum or heparinized plasma

a) Collection: obtain in the usual way.

b) Additives: heparin as anticoagulant.

c) Known interfering substances: no interferences have
been observed from bilirubin up to 390 mg/l (39 mg/dl),
triglycerides up to 12.5 g/l (1250 mg/dl), nor hemoglobin up
to 0.15 g/dl (150 mg/dl).

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

d) Stability and storage instructions: sample should be
preferably fresh. It can be kept up to 1 week at 2-10°C.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Spectrophotometer.

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

ASSAY CONDITIONS

(Increase of Absorbance)

- Wavelength: 340 nm (Hg 334 or 366)

- Reaction temperature: 25, 30 or 37°C. See the REFER-
ENCE VALUES corresponding to each temperature.

- Reaction time: varies according to the selected procedure.

PROCEDURE

MONOREAGENT TECHNIQUE
Set instruments to zero with distilled water.
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A) 30 - 37°C
In a cuvette at 30-37°C, place:

Monoreagent 1ml

Pre-incubate 3-4 minutes. Then add:

Sample 40 ul

Mix immediately and wait 3 minutes. Adjust absorbance
to a reference reading and simultaneously start stop-
watch. Record absorbance 1, 2 and 3 minutes after first
reading. Determine average change in Absorbance/min
(AA/min), substracting each reading from the previous
one and averaging these values. Use this mean for
calculations.

B) 25°C
Follow the procedure indicated A) procedure but us-
ing 80 ul Sample and waiting for 4 minutes after the
addition.

CALCULATIONS
CK (U/l) = AA/min x factor

In each case the corresponding calculation factor should be
used, as shown on the table below:

Temperature
30-37°C 25°C
Wavelength
340 nm 4,127 2,142
334 nm 4,207 2,183
366 nm 7,429 3,856
QUALITY CONTROL METHOD

Each time the test is running, analyze two levels of a qual-
ity control material (Standatrol S-E 2 niveles) with known
creatine kinase activity.

REFERENCE VALUES

Temperature 25°C 30°C 37°C™M
Men up to 80 U/I up to 130 U/I upto 195 U/l
Women up to 70 U/I up to 110 U/I upto 170 U/l
(MCalculated

It is recommended that each laboratory establishes its own
reference values.

S| SYSTEM UNITS CONVERSION
Creatine kinase (U/l) x 0.017 = Creatine kinase (ukat/l)

PROCEDURE LIMITATIONS
See Known Interfering Substances under SAMPLE.

PERFORMANCE

a) Reproducibility: CLSI's protocol EP15-A was applied.
Two activity levels were analyzed in replicates of four, dur-
ing 5 days. With the obtained results total and intra-assay
precision were calculated.

* CE mark pending

Intra-assay precision (n = 20)

Level S.D. C.V.
162 U/l +1.08 U/l 0.66%
362 U/l +1.61 U/ 0.44%
Total precision (n = 20)
Level S.D. C.V.
163 U/l +4.10 U/l 2.51%
356 U/l +6.72 U/l 1.89%

b) Linearity: usually, the reaction is linear up to 0.130 O.D.
AA/min (approximately 550 U/l). For higher values, dilute
the sample in 1:2 or 1:5 with saline solution and repeat the
determination observing the same assay conditions and
multiplying the obtained result by the dilution performed. In
autoanalyzers, linearity up to 1800 U/l may be observed.
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 manual of the
autoanalyzer in use.

WIENER LAB. PROVIDES
120 ml: 5 x 20 ml Reagent A

1 x 20 ml Reagent B
(Cat. 1271360)

120 ml: 5 x 20 ml Reagent A
1 x 20 ml Reagent B
(Cat. 1009331)

120 ml: 5 x 20 ml Reagent A
1 x 20 ml Reagent B
(Cat. 1009251)

168 ml: 4 x 35 ml Reagent A
4 x 7 ml Reagent B
(Cat. 1008119)*

240 ml: 4 x 50 ml Reagent A
2 x 20 ml Reagent B
(Cat. 1009609)

240 ml: 4 x 50 ml Reagent A
2 x 20 ml Reagent B
(Cat. 1009918)

REFERENCES

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

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

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

- I.LF.C.C. - Ann. Biol. Clin. 44/4:419 (1986).

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

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

- Szasz, G.; Busch, E.W. - 3rd European Congress of Clinical
Chemistry, Brighton, England, 3-8 June, 1979.

- NCCLS document "Evaluation of the Linearity of Quantita-
tive Analytical Methods", EP6-P, (1986).

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

CK-NAC
AA

Zoptymalizowana metoda UV (IFCC) dla oznaczania
kinazy kreatyninowej (CK) w surowicy lub osoczu

WSTEP

Kinaza kreatynowa (CK) jest enzymem wewngtrzkomérkowym
znajdujgcym sie gtéwnie w miesniach szkieletowych i miesniu
sercowym, jak réwniez w moézgu. Stgd wzrost poziomu
aktywnosci w surowicy wskazuje na uszkodzenie komoérek w
ostrym zawale migsnia serca. Wzrost surowiczej aktywnosci
CK rozpoczyna sie od 2-6 godzin po incydencie i osigga po-
ziom szczytowy po 18-24 godzinach. Szczytowy poziom jest
prawdopodobnie najczulszym wskaznikiem ostrego zawatu
migsnia serca ze wzgledu na 20-krotny wzrost poziomu
enzymu w surowicy krwi.

ZASADA DZIALANIA
Uktad reakcji jest nastepujacy:

kinaza kreatyniny
fosforan kreatyniny + ADP — = kreatynina + ATP

hexokinaza

ATP + glukoza ADP + glukozo-6-P

G-6-PDH
glukozo-6-P + NADP* ———= 6- fosfoglukonian + NADPH + H*

W uktadzie reakcji zgodnie z zaleceniami IFCC N-acetylocys-
teina (NAC) dziata jako aktywator kinazy kreatyniny.

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

A. Odczynnik A: roztwoér buforu imidazolowego.

B. Odczynnik B: zlozony roztwér zawierajgcy fosforan krea-
tyniny i reagujace sktadniki w wymaganej ilosci do otrzymania
koncowych stezen reakcji:

IMidazol .......ccoeevviieiiee e 100 mmol/l; pH 6,7
fosforan kreatyniny ..........cccocoiiiiiieniiiiici, 30 mmol/l
ADP ..o 2 mmol/l
Glukoza 20 mmol/l
NADP........c...... ....2 mmol/l
Heksokinaza (HK)..........ccoociiiiiiiiiieieecceee > 500 U/l
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu (G-6-PDH)> 2 000 U/I
Octan MagNEZU .........ccouveiuieiieeiieaee e 10 mmol/l
AMP ..o ....5 mmol/l
dwu (adenozyno-5')-pentozofosforan................... 10 umol/l
N-acetylo-cysteina (NAC) .......cceeviieeiiiieeiiieeene 20 mmol/l
INSTRUKCJA UZYCIA

Dostarczane odczynniki: gotowe do zastosowania.
Moga by¢ uzyte samodzielnie lub jako Monoodczynnik,
rozpuszczajgc 5 czesci Odczynnika Az 1 czescig odczynnika
B (np. 5 ml Odczynnika A + 1 ml Odczynnika B).

OSTRZEZENIA

Odczynniki wytgcznie do uzycia in vitro.

Stosowac odczynniki zgodnie z procedurami dla laboratoriow
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 powinny przebywac zbyt dtugo
poza lodéwka. Unika¢ zanieczyszczenia.
Monoodczynnik (uprzednio przygotowany): trwaty w
lodéwce w temperaturze 2-10°C przez 20 dni od daty
przygotowania.

BRAK TRWALOSCI | POGORSZENIE JAKOSCI
ODCZYNNIKOW

Spektrofotometr ustawiony na zero przy wodzie destylowane;j
wskazujgcy absorbancje rozpuszczonego Monoodczynnika
powyzej 0,800 O.D. (przy 340 nm) wskazuje na pogorszenie
jakosci.

MATERIAL BADANY

Surowica lub osocze

a) Pobranie: otrzyma¢ w klasyczny sposéb.

b) Substancje dodatkowe: heparyna jako antykoagulant.
c) Znane interakcje: nie obserwowano zadnych interakcji z
bilirubing do 390 mg/l (39 mg/dl) oraz tréjglicerydami do 12,5 g/l
(1250 mg/dl) oraz z hemoglobing do 0,15 g/dl (150 mg/dl).
Sprawdz zrédto: Young, D.S. w sprawie wptywu lekéw w
tej metodzie

d) Trwatos¢ i instrukcja przechowywania: materiat powi-
nien by¢ swiezy. Moze by¢ przechowywany do 1 tygodnia
w temp. 2-10°C.

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET (niedostarczany)

- Spektrofotometer.

- Mikropipety i pipety do pomiaru objetosci.

-taznia wodna o temperaturze wskazanej w PROCEDURZE.
- Stoper.

WARUNKI DLA PRZEPROWADZENIA TESTU

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

- temperatura reakgji: 25, 30 lub 37°C. Patrz WARTOSCI
REFERENCYJNE odpowiadajgce danej temperaturze.

- Czas reakgji: w zaleznos$ci od wybranej procedury.
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PROCEDURA
TECHNIKA MONOODCZYNNIKA
Ustawic¢ aparat na zero O.D. na wodzie destylowane;.
A) 30-37°C
W kuwecie w temp. 30-37°C umiescic:

Monoodczynnik 1ml

Preinkubowac przez 3-4 min a nastgpnie dodac:
Materiat 40 ul

Zmiesza¢ natychmiast i odczeka¢ 3 min. Ustawi¢
absorbancje na witasciwy odczyt i rownoczesnie
wigczy¢ stoper. Dokona¢ pomiaru absorbancjiw 1., 2.
i 3. Min po pierwszym odczytu. Okresli¢ srednig zmiane
absorbancji Absorbancja/min (AA/min), odejmujac
kazdy odczyt od poprzedniego i wyciggajac Srednie
wartosci. Uzy¢ tej sredniej do obliczen.
B) 25°C

Postepowac jak wskazano w procedurze A) z uzyciem 80 ul
Materiatu badanego. Po dodaniu nalezy odczekaé¢ 4 min.

OBLICZENIA

CK MB U/l = AA/min x wspotczynnik

W kazdym przypadku powinien by¢ podstawiony odpowiedni
wspotczynnik zgodnie z tabelg:

Temperatura

~ 30-37°C 25°C
Diugosc fali

340 nm 4127 2142

334 nm 4207 2183

366 nm 7429 3856

METODA KONTROLI JAKOSCI

Za kazdym razem gdy przeprowadzane jest badanie nalezy
przeprowadzi¢ probe kontroli jakosci na dwoch poziomach
z materiatem (Standatrol S-E 2 niveles) przy znanym po-
ziomie aktywnosci CK-MB.

WARTOSCI REFERENCYJNE

Temperatura  25°C 30°C 37°CO
Mezczyzni do 80U/ do 130 U/ do 195 U/
Kobiety do 70 U/l do 110 U/I do 170 U/

) Wartosci obliczone
Zaleca sie dla kazdego laboratorium oznaczenie wiasnych
wartosci referencyjnych.

KONWERSJA JEDNOSTEK SI
Kinaza kreatyniny (U/l) x 0,017 = Kinaza kreatyniny (ukat/l)

OGRANICZENIA PROCEDURY
Zobacz znane interakcje w rozdziale MATERIAL.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

a) Powtarzalnosé: wykonano zgodnie z protokotem
EP15-A CLSI. Przeanalizowano dwa poziomy aktywnosci
w czterech powtérzeniach, w ciggu 5 dni. Na podstawie
otrzymanych wynikéw obliczono nastepujgce wartosci

doktadnosci catkowitej i w trakcie badania:
Doktadnos¢ w trakcie badania (n =20)

Poziom .D. V.

162 U/l +1,08 U/l 0,66%

362 U/I +1.61 U/ 0,44%
Doktadnosé¢ catkowita (n =20)

Poziom S.D. (OAY)

163 U/l +4,10 U/l 2,51%

356 U/l +6,72 U/l 1.89%

b) Linijnosé: reakcja jest linijna do poziomu 0,130 O.D AA/min (ok.
550 U/). Dla wyzszych wartosci nalezy rozcienczy¢ materiat
solg fizjologiczng 1:2 lub 1:5 a nastepnie wykona¢ ponownie
oznaczenie w tych samych warunkach i pomnozy¢ wyniki o
ilos¢ rozcienczen. W analizatorach automatycznych linijno$c
reakcji moze by¢ obserwowana do 1800 U/I.

c) Czutos¢ analityczna: zalezy od zastosowanego spektrofoto-
metru i diugosci fali. W spektrofotometrze o diugosci fali 340 nm
z kuwetg kwadratowg o diugosci optycznej 1 cm, przy AA/min
0,001 najmniejsza oznaczalna zmiana aktywnosci wynosi 8 U/l.

PARAMETRY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZNYCH
Nalezy zapozna¢ sie z instrukcjg obstugi celem progra-
mowania danego analizatora automatycznego.

WIENER LAB. DOSTARCZA
120 ml: 5 x 20 ml Odczynnik A

1 x 20 ml Odczynnik B
(Nr kat. 1271360)

120 ml: 5 x 20 ml Odczynnik A
1 x 20 ml Odczynnik B
(Nr kat. 1009331)

120 ml: 5 x 20 ml Odczynnik A
1 x 20 ml Odczynnik B
(Nr kat. 1009251)

168 ml: 4 x 35 ml Odczynnik A
4 x 7 ml Odczynnik B
(Nr kat. 1008119)

240 ml: 4 x 50 ml Odczynnik A
2 x 20 ml Odczynnik B
(Nr kat. 1009609)

240 ml: 4 x 50 ml Odczynnik A
2 x 20 ml Odczynnik B
(Nr kat. 1009918)
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SIMBOLOS // SIMBOLOS // SYMBOLS // OZNACZENIA

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagnéstico de Wiener lab. // Os seguintes simbolos
sao utilizados nos kits de reagentes para diagndstico da Wiener lab. // The following symbols are used in the packaging for
Wiener lab. diagnostic reagents kits. // Nastepujgce symbole sg zastosowane na opakowaniach zestawéw odczynnikéw
diagnostycznych.
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Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagndstico
"in vitro"// Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia 98/79 CE para dispositivos médicos de diagnéstico "in vitro"//
This product fulfills the requirements of the European Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices// Ten produkt spetnia
wymagania Dyrektywy Europejskiej 98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych do diagnozy "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea// Representante autorizado na Comunidade Europeia// Authorized representative
in the European Community// Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej
Uso diagnostico "in vitro"// Uso médico-diagndstico "in vitro"// "In vitro" diagnostic medical device// Wyréb do diagnostyki "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos// Conteudo suficiente para <n> testes// Contains sufficient for <n> tests// Zawarto$¢ wystar-
czajgca dla <n> badan

Fecha de caducidad// Data de validade// Use by// Uzy¢ przed

Limite de temperatura (conservar a)// Limite de temperatura (conservar a)// Temperature limitation (store at)// Ograniczenie dopusz-
czalnych temperatur

No congelar// Nao congelar// Do not freeze// Nie zamrazaé

Riesgo bioldgico// Risco biolégico// Biological risks// Ryzyko biologiczne

Volumen después de la reconstitucion// Volume ap6s a reconstituicdo// Volume after reconstitution// Objeto$¢ po rozpuszczeniu
Contenido// Conteudo// Contents// Zawarto$é

Numero de lote// Nimero de lote// Batch code// numer serii

Elaborado por:// Elaborado por:// Manufactured by:// Wytworca

Nocivo// Nocivo// Harmful// Substancja szkodliwa

Corrosivo / Caustico // Corrosivo / Caustico // Corrosive / Caustic// Substancja zrace

Irritante// Irritante// Irritant// Substancja draznigca
Consultar instrucciones de uso// Consultar as instru¢des de uso// Consult instructions for use// Przed uzyciem zapoznac sie z instrukcjg
Calibrador// Calibrador// Calibrator// Kalibrator

Control// Controle// Control// Préba kontrolna

Control Positivo// Controle Positivo// Positive Control// Préba kontrolna dodatnia

Control Negativo// Controle Negativo// Negative Control// Préba kontrolna ujemna

Numero de catalogo// Numero de catalogo// Catalog number// Numer katalogowy
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