	Inserir o nome do Laboratório
	Procedimento Operacional Padrão

CK-MB LIQUIFORM
	Página 2 de 4

POPBIO xxx/xx



CK-MB LIQUIFORM

INDICAÇÃO MÉDICA DO EXAME

A determinação da CK-MB em amostras de sangue é útil na abordagem laboratorial do infarto agudo do miocárdio.
PRINCÍPIO

A amostra é incubada com o reagente que contém um anticorpo específico capaz de inibir completamente a atividade enzimática do monômero CK-M. A atividade do monômero CK-B, que não é inibida pelo anticorpo, é medida pela seguinte seqüência de reações:

                                                   CK-B

Creatina Fosfato + ADP                                   Creatina + ATP

                                      HK

ATP + Glicose                                  ADP + Glicose-6-Fosfato

                                                 G-6-PDH

Glicose-6-Fosfato + NADP                                 6-PG + NADPH

A CK-B catalisa a desfosforilação da creatina fosfato para produzir adenosina trifosfato (ATP) que reage com a glicose na presença da hexoquinase (HK) formando glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato na presença da glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) é oxidada a 6-fosfogluconato (6-PG) e reduz o NADP a NADPH. A velocidade de incremento na absorbância em 340 nm é proporcional à atividade da CK-B na amostra.

AMOSTRA

Preparo do paciente

Evitar exercícios físicos antes da coleta do material.

Tipos de amostra

Usar soro ou plasma colhido em EDTA ou heparina. 

Armazenamento e estabilidade da amostra

Evitar exposição à luz solar intensa. A atividade enzimática é estável por 8 horas entre 15 – 25 ºC e 5 dias entre 2 – 8 ºC e 4 semanas entre -15 e -25 °C. 

Volume mínimo

(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise)

Volume ideal

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise)

Critérios para rejeição da amostra

Presença de hemólise.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

PRODUTO UTILIZADO

CK MB Liquiform, Catálogo 118-2/30

ANVISA - 10009010069

Labtest Diagnóstica

Av. Paulo Ferreira da Costa, 600

Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1: Armazenar entre 2 – 8 ºC.

Reagente 2: Armazenar entre 2 – 8 ºC.

Calibrador: Armazenar entre 2 – 8 °C.

Reagente de Trabalho:
Misturar 4 volumes do Reagente 1 e 1 (um) volume do Reagente 2. O Reagente de Trabalho é estável 14 dias entre 2 - 8 °C e 24 horas entre 15 - 25 °C, mantido em recipiente fechado, quando não houver contaminação química ou microbiana.

Para preparar o volume de reagente necessário para realizar um teste, misturar 0,8 mL do Reagente 1 e 0,2 mL do Reagente 2.

Identificar o frasco como Reagente de Trabalho e data da preparação.

Reconstituição do Calibrador: Utilizando uma pipeta volumétrica calibrada, adicionar ao frasco do calibrador o volume de água tipo II indicado no rótulo. Recolocar a tampa de borracha, deixar em repouso durante 10 minutos e homogeneizar suavemente por inversão. Antes de utilizar, homogeneizar suavemente e retirar a quantidade necessária para uso. Tampar imediatamente e armazenar entre 2 e 8 °C. 

Após a reconstituição, o calibrador é estável 30 dias se armazenado entre 2 e 8 ºC, bem vedado e protegido da luz. Para preservar o desempenho, manter o calibrador fora da temperatura de armazenamento somente pelo tempo mínimo necessário para se obter o volume a ser utilizado.

Para armazenamento por período superior a 30 dias sugerimos, após reconstituição, separar o calibrador em alíquotas e armazenar em temperatura inferior a 10 °C negativos por até 90 dias em recipiente hermeticamente fechado, protegido da luz. Para evitar evaporação do material durante o período de armazenamento é fundamental utilizar frascos adequados para congelamento (criotubos). As alíquotas do calibrador devem ser descongeladas somente uma vez.  

Ver concentração do calibrador no rótulo do frasco.
Precauções e cuidados especiais

1. Os cuidados habituais de segurança devem ser aplicados na manipulação do reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

2. Os reagentes não abertos, quando armazenados nas condições indicadas são estáveis até a data de expiração impressa no rótulo. Durante o manuseio, os reagentes estão sujeitos à contaminação de natureza química e microbiana que podem provocar redução da estabilidade. O laboratório deve estabelecer a estabilidade em suas condições operacionais.
3. Os reagentes contêm azida sódica, que é tóxica. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestão e, no caso de contato com os olhos, lavá-los imediatamente com grande quantidade de água e procurar auxílio médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulações de chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de água para descartar o reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

EQUIPAMENTOS 

Procedimento manual

1. Fotômetro com cubeta termostatizada, capaz de medir com exatidão a absorbância em 340 nm.

2. Pipetas para medir amostras e reagente.

3. Cronômetro.

Procedimento alternativo

Indicar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Enumerar as diferenças esperadas quando procedimentos manuais substituem procedimentos automatizados.
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais para controle interno e externo da qualidade (fabricante, número de catálogo), instruções de preparo e frequência da utilização dos mesmos.

Limites de tolerância

Descrever o procedimento para definição dos limites de tolerância, o sistema adotado para utilização do mapa de Levey-Jennings e das regras de controle e as providências a serem tomadas diante de valores que ultrapassem tais limites. Fazer referência ao manual ou POP para a utilização dos materiais de controle.

Verificação de novo lote de controles e/ou reagentes

Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e de reagentes.

Gerenciamento dos dados 

Definir como os dados relativos ao controle da qualidade são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

PROCEDIMENTO

Procedimento manual

Condições de reação: comprimento de onda: 340 nm; cubeta termostatizada a 37±0.2 °C

Deve-se medir previamente a CK total. Quando a atividade da CK total for maior que 2000 U/L, diluir a amostra 1:2 ou 1:3 com NaCl 150 mmol/L (0,85%) antes de iniciar a medição da CK-MB. Multiplicar o resultado obtido para a CK-MB por 2 ou 3. 

1. Em um tubo contendo 1,0 mL do Reagente de Trabalho, adicionar 0,05 mL de Amostra ou Calibrador, homogeneizar e incubar a 37 °C durante 5 minutos.

2. Transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a 37 °C e esperar 30 segundos.

3. Registrar a absorbância inicial (A1) e disparar simultaneamente o cronômetro. Após 5 minutos registrar a absorbância (A2).

Precauções e cuidados especiais

1. Para manusear e descartar reagentes e material biológico, aplicar as normas estabelecidas de segurança. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.
2. A limpeza e secagem adequadas do material são fatores fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos. Fazer referência ao manual ou POP de limpeza e verificação da qualidade da limpeza dos materiais.
3. A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade (1 megaohm ou condutividade (1 microsiemens e concentração de silicatos (0,1 mg/L (água tipo II). Para o enxágüe da vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade (0,1 megaohms ou condutividade (10 microsiemens. No enxágüe final utilizar água tipo II. Quando a coluna deionizadora está com sua capacidade saturada ocorre a produção de água alcalina com liberação de vários íons, silicatos e substâncias com grande poder de oxidação ou redução que deterioram os reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisível. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da água. Fazer referência ao manual ou POP de água reagente.
CÁLCULOS

(A Teste = A2 – A1

(A Calibrador = A2 – A1
(A Teste

Atividade da CK-MB (U/L) = (((((((( x CCal

        (A Calibrador

Fator de Calibração = CCal / (A/minuto Calibrador
CCal = Concentração do Calibrador

RESULTADOS

Unidade de medida

U/L 

Conversão: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L).

Valores de referência (37ºC)
Mulheres e Homens
0 - 24 U/L ou até 6% da atividade da CK total. 

LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO

O procedimento assume que não exista atividade da CK-BB na amostra porque esta isoenzima não é inibida pelo anticorpo, sendo medida pelo ensaio. Quando uma quantidade significativa da atividade da CK-BB estiver presente, ocorrerá uma aparente falsa elevação da CK-MB. A CK-BB aparece aumentada nas seguintes situações: hipertermia maligna, uremia, infarto ou anoxia cerebral, necrose do intestino, atresia biliar e em várias neoplasias (ver significado clínico).

Linearidade

O sistema de medição tem a linearidade dependente dos reagentes destinados à medição da CK total. Como os valores máximos da CK-MB estão entre 6 e 20% da CK total, não existem situações onde se obtém resultados superiores à linearidade do sistema de medição.

Interferências

1- Como as hemácias praticamente não contêm CK, amostras ligeiramente hemolisadas não afetam os resultados. Entretanto, amostras com hemoglobina superior a 22,5 mg/dL não são adequadas, porque podem conter níveis elevados de adenilato quinase, ATP e glicose-6-fosfato, capazes de produzir resultados falsamente elevados.

2- Valores de Triglicérides maiores que 600 mg/dL produzem resultados falsamente diminuídos.

3- Valores de bilirrubina até 25 mg/dL não produzem interferências significativas.

4- A atividade da CK-MB pode aumentar até 6% em 2 a 26 horas após grandes cirurgias. 

5- Para uma revisão das fontes fisiopatológicas e medicamentosas de interferência nos resultados e na metodologia sugere-se consultar <www.fxol.org/>.
SIGNIFICADO CLÍNICO

Os resultados da CK total e CK-MB podem ser aplicados no diagnóstico do infarto agudo do miocárdio (IAM) utilizando a estratégia mostrada algoritmo constante nas Instruções de Uso do produto CK-MB Liquiform - Labtest Diagnóstica.
A CK atípica ou macro CK tipo 1 é um complexo de CK-BB ligada a IgG e a macro CK tipo 2 é um complexo polimérico de CK mitocondrial. Estas duas formas não são inibidas pelo anticorpo CK-M e são medidas como CK-B, podendo simular um aparente aumento da CK-MB. Podemos distinguir entre a CK-MB e macro CK porque a primeira se eleva e se reduz em um intervalo de 30 horas, enquanto a segunda permanece constante. Além disto a macro CK pode ser reconhecida por: apresentar atividade maior que 20% de CK total e estabilidade ao calor (resiste 20 minutos a 45 (C).
Além do IAM as seguintes lesões do miocárdio podem produzir aumento da CK-MB: contusão cardíaca, procedimentos cirúrgicos cardíacos, cardioversão, angioplastia coronariana transluminal, pericardite, miocardite, taquicardia supraventricular prolongada, cardiomiopatia, insuficiência cardíaca congestiva, angiografia coronariana. 

O exercício vigoroso, sem ocorrência concomitante de IAM, produz uma elevação da CK-MM e também uma elevação da CK-MB. Nestes casos a CK-MM mostra um pico 8 horas depois e a CK-MB 12 horas depois com um valor absoluto claramente elevado da CK-MB. Entretanto, se a CK-MB for expressa em como percentual da CK total verifica-se que a atividade da CK-MB não ultrapassa 6,0%. Consequentemente, a prática de expressar a atividade da CK-MB como percentual da atividade da CK total ajuda a maximizar o valor preditivo do teste positivo no procedimento de medição da CK-MB por imunoinibição.

As causas não cardíacas de aumento da CK-MB são: traumatismo e doenças do músculo esquelético, rabdomiólise extensa, mioglobinuria, queimaduras e traumatismos, hipertermia maligna, hipotermia, colelitíase aguda, cetoacidose diabética, choque séptico, acutização de doença pulmonar obstrutiva.

As seguintes doenças não produzem aumento da CK-MB: angina pectoris ou insuficiência coronariana (uma elevação da CK-MB nestas doenças significa alguma necrose do músculo cardíaco mesmo que um infarto discreto não seja identificado), parada cardíaca ou cardioversão não devida a IAM, marcapasso cardíaco, injeções intramusculares, infarto cerebral e embolia pulmonar.
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